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Einleitung: Die ischämische Herzkrankheit ist eine der häufigsten Todesursachen 
weltweit. Während sich die therapeutische Hypothermie (TH) bei ischämischen 
Ereignissen wie dem Herzkreislaufstillstand bei Erwachsenen oder der perinatalen 
Asphyxie als neuroprotektive Therapie etabliert hat, sind die kardioprotektiven 
Mechanismen der TH bisher nicht vollständig geklärt. Experimentelle Studien zeigen, 
dass TH den myokardialen Zelluntergang nach Ischämie/Reperfusion (I/R) vermindert, 
allerdings konnten klinische Studien diese Effekte nicht eindeutig nachweisen. Deshalb 
wurden in der vorliegenden Arbeit die zellulären Mechanismen der intra-ischämischen 
TH (33,5 °C) an Kardiomyozyten untersucht. Dabei wurde zunächst der Einfluss der 
Hypothermie auf die Einleitung der mitochondrialen Apoptose an HL-1 Zellen analysiert. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Versuchsprotokoll auf primäre Kardiomyozyten 
übertragen.   
Methoden: Die HL-1 Kardiomyozyten und die primären Kardiomyozyten wurden einer 
sechsstündigen simulierten Ischämie ausgesetzt, bei der die Zellen mit 0,2% Sauerstoff 
und Mangelmedium (ohne Glukose und ohne Serum) behandelt wurden. Anschließend 
wurde die Reperfusion simuliert, indem die Zellen bei 21% Sauerstoff und Vollmedium 
inkubiert wurden. Ein bis drei Stunden nach Beginn der simulierten Ischämie wurden 
die Kardiomyozyten auf 33,5 °C gekühlt. Für die Analyse der mitochondrialen 
Apoptose-Einleitung wurden mitochondriale und zytosolische Proteinfraktionen 
gewonnen. Die mitochondriale Membranintegrität wurde sowohl mittels Western Blot- 
als auch mit Hilfe einer Fluoreszenzmikroskopischer-Analyse bestimmt. Hierfür wurden 
die pro-apoptotischen Proteine Cytochrom c, AIF und Bax untersucht und die 
intrazelluläre Verteilung von Cytochrom c mit der Verteilung der durch MitoTracker Red 
markierten Mitochondrien verglichen. Außerdem wurden die anti-apoptotischen 
Proteine Hsp70 und Bcl-2 sowie das Autophagie induzierende LC3-II mittels Western 
Blot-Analyse bestimmt. Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Kühlung auf 
die Viabilität primärer Kardiomyozyten anhand der Freisetzung von LDH und Troponin T 
untersucht.  
Ergebnisse: Intra-ischämische TH verminderte den mitochondrialen Ausstrom der 
Apoptose-Induktoren Cytochrom c und AIF signifikant. Neben dem Erhalt der 
mitochondrialen Integrität kam es durch TH zu einer Regulation der anti-apoptotischen 
Proteine Hsp70 und Bcl-2. Außerdem konnte eine erhöhte Aktivität mitochondrialer 
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Autophagie in gekühlten Zellen beobachtet werden. Bei der Übertragung des 
Versuchsprotokolls auf primäre Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass eine 
frühe Kühlung während der Ischämie die Viabilität der Zellen signifikant erhöhte.  
Schlussfolgerung: Intra-ischämische TH aktivierte verschiedene Signaltransduktions-
wege, die zum Schutz des Mitochondriums während der Reperfusion beitrugen und die 
Einleitung der mitochondrialen Apoptose signifikant reduzierten. Insbesondere bei der 
Übertragung des Versuchsprotokolls auf primäre Kardiomyozyten wurde deutlich, dass 
der frühe Kühlungsbeginn die kardioprotektiven Effekte der Hypothermie entscheidend 
beeinflusst. Um die klinische Anwendung der Hypothermie zu etablieren, müssen 






Objective:  Ischemic heart disease is one of the leading causes of death worldwide. 
Although, Therapeutic Hypothermia (TH) is an established neuroprotective intervention 
in patients suffering from cardiac arrest or perinatal asphyxia its protective effects 
against myocardial ischemia reperfusion (I/R) injury remain to be elucidated. While 
experimental studies have observed a reduction in myocardial I/R injury due to TH, 
clinical studies have not been able to show this correlation. Therefore, the aim of this 
study was to investigate the cellular mechanisms induced by intra-ischemic moderate 
hypothermia (33.5 °C) in I/R-injured HL-1 cells, with a special focus on mitochondrial 
apoptosis induction during reperfusion. In order to investigate cardioprotective 
mechanisms more thoroughly, the protocol of intra-ischemic TH was transferred into a 
murine primary cardiomyocyte model. 
Methods: Both HL-1 and primary cardiomyocytes were deprived of oxygen and glucose 
for 6 hours in glucose/serum-free starvation medium at 0.2% O2. Intra-ischemic cooling 
was initiated after 1-3 hours of simulated ischemia. Reperfusion was simulated by 
incubation in complete supplemented medium and 21% O2. Mitochondrial membrane 
integrity was assessed by Western blot analysis of the pro-apoptotic proteins 
cytochrome c, AIF and Bax. Furthermore, intracellular localization of cytochrome c was 
analyzed via immunofluorescence staining and mitochondria were labeled with 
MitoTracker Red. Moreover, anti-apoptotic Hsp70 and Bcl-2 as well as autophagic 
activity marker LC3-II were analyzed via Western blot analysis. Finally, the effects of 
intra-ischemic TH on primary cardiomyocytes viability were assessed by LDH and 
Troponin T releases. 
Results: Intra-ischemic TH significantly attenuated the mitochondrial release of 
cytochrome c and AIF in HL-1 cardiomyocytes during reperfusion. Furthermore, TH 
promoted an anti-apoptotic effect as assessed by Bcl-2/Bax ratio and Hsp70 protein 
expression. Moreover, hypothermia induced mitochondrial autophagy during 
reperfusion. Lastly, intra-ischemic TH significantly increased primary cardiomyocytes 
viability when initiated one hour after exposure to simulated ischemia as seen in 
attenuated LDH and Troponin T releases.  
Conclusion: Early initiation of TH activated multi-modal pathways protecting the 
mitochondria from I/R-injury. Mitochondria mediated apoptosis was significantly 
decreased in cardiomyocytes treated with TH. Furthermore, the translation of intra-
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ischemic TH into a primary cardiomyocyte model emphasized the influence of time-
temperature management for cardioprotection. In conclusion, early initiation of TH is 
crucial for achieving maximal protection against myocardial I/R-induced injury. In order 
to evaluate TH as a cardioprotective intervention, future studies need to explore the 








1.1 Ischämie/Reperfusion des Myokards 
1.1.1 Klinischer Hintergrund 
Die ischämische Herzkrankheit (IHK) gehört zu den führenden Todesursachen weltweit. 
Jedes Jahr sterben ungefähr 7,4 Millionen Menschen in Folge der IHK und der Anteil an 
der globalen Mortalität beträgt 13,2%. Die Bedeutung der ischämischen Herzkrankheit 
wird in Bezug auf Mortalität und die durch Behinderung eingeschränkte Lebensqualität 
immer größer. So belegte die IHK in den letzten Jahren den ersten Platz auf der Liste 
der WHO zum Global Diesease Burden, während sie im Jahr 2000 noch an dritter Stelle 
stand [1].  
 
Bei der IHK liegt eine Arteriosklerose der Koronararterien vor, die zu einer 
Minderperfusion des Myokards führen kann. Klinisch kommt es zu dem meist 
retrosternal lokalisierten Brustschmerz, der Angina Pectoris. Die stabile Angina Pectoris 
tritt nur unter vermehrter Belastung auf, während eine bereits in Ruhe oder erstmalig 
auftretende Angina Pectoris als instabil bezeichnet wird. Von einem Myokardinfarkt 
spricht man, wenn es durch die myokardiale Ischämie zu einem Zelluntergang kommt. 
Die Therapie des akuten Myokardinfarkts (AMI) beruht auf der möglichst schnellen 
Reperfusion des Infarktareals. Generell kann diese durch die perkutane 
Koronarintervention (PCI), eine Fibrinolyse oder durch eine Bypass-Operation erreicht 
werden. Um die Mortalität und Morbidität der Patienten während und nach dem 
Infarktgeschehen zu senken, wird die Gabe von Nitraten, Beta-Rezeptorblockern, ASS 
und ADP-Rezeptor Antagonisten als duale Plättchenhemmung sowie die Gabe von 
Statinen und ACE-Hemmern empfohlen [2, 3].  
 
Zu den häufigen Komplikationen des AMI gehören Herzrhythmusstörungen und 
Erregungsleitungsstörungen, die vor allem in den ersten Stunden nach 
Infarktgeschehen auftreten können. Kammerflimmern kann bereits sehr früh auftreten 
und führt meist außerhalb des Krankenhauses zu einem Herzkreislaufstillstand (HKS) 
[2]. Neben systemischen und hirnorganischen Auswirkungen kommt es im Rahmen des 
Post-HKS-Syndroms zu einer myokardialen Dysfunktion, die über ein verringertes 
Schlagvolumen, Herzrhythmusstörungen und Hypotension zu einer instabilen 
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Hämodynamik und einer erhöhten Letalität der Patienten führt  [4]. Obwohl sowohl die 
Komplikationsrate als auch die Mortalität in den letzten Jahrzehnten durch die schnelle 
Reperfusion des Infarktareals und die pharmakologischen Therapieempfehlungen 
signifikant gesenkt werden konnten, nimmt die Prävalenz der Herzinsuffizienz nach 
Myokardinfarkt weiterhin zu [5-7]. So entwickeln circa 25% der Patienten nach AMI eine 
Herzinsuffizienz [8]. 
 
1.1.2 Pathomechanismen des Ischämie-/Reperfusionsschadens 
Das Herz weist durch seine kontinuierliche Pumpfunktion einen hohen Energiebedarf 
auf und ist auf eine aerobe Stoffwechsellage angewiesen [9]. Durch die Ischämie 
kommt es zu einer Minderversorgung an Nährstoffen und Sauerstoff und der 
Energiebedarf des Myokards kann nicht mehr gedeckt werden. Zunächst kommt es zu 
einem ischämischen Schaden des Myokards. Andererseits führt die Reperfusion 
sekundär zu dem sogenannten Reperfusionsschaden, der bis zu 50% des gesamten 
Infarktareals ausmachen kann [10]. 	
1.1.2.1 Schädigung durch Ischämie 
Der hohe Energiebedarf des Myokards wird durch ATP gedeckt, welches mittels 
oxidativer Phosphorylierung im Mitochondrium gewonnen wird. Aus diesem Grund 
weisen Kardiomyozyten morphologisch eine hohe mitochondriale Dichte auf [11]. 
Neben ATP stellt Kreatininphosphat eine weitere Energiequelle dar. Während der 
Ischämie werden die vorhandenen Energiereserven an ATP und Kreatininphosphat 
schnell aufgebraucht. Der Vorrat an Kreatininphosphat ist innerhalb von Minuten 
aufgebraucht und verlangsamt die Depletion des ATP [12]. Normalerweise wird der 
Energiebedarf des Myokards zu 90% aus der Oxidation freier Fettsäuren gedeckt. 
Durch den Nährstoff- und Sauerstoffmangel kommt die oxidative Phosphorylierung 
allerdings zum Erliegen und die Zellen stellen ihren Stoffwechsel auf anaerobe 
Glykolyse um [13]. Hierfür nutzen die Zellen vor allem ihre intrazellulären 
Glykogenspeicher [14]. Durch die Entkopplung der Glykolyse von der oxidativen 
Phosphorylierung entsteht Laktat, welches im Zytosol der Zelle akkumuliert und so zu 
einem Abfall des intrazellulären pH-Werts führt [15, 16]. Der niedrige pH-Wert stellt 
einen Schlüsselmechanismus der Schädigung durch Ischämie dar. Zum einen wird die 
anaerobe Glykolyse letztendlich inhibiert. Hierbei spielen neben dem pH-Wert auch die 
anfallenden Metaboliten des anaeroben Stoffwechsels eine Rolle. Durch die fehlende 
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oxidative Phosphorylierung fällt das Reduktionsäquivalent NADH vermehrt an, das nicht 
mehr oxidiert werden kann. Außerdem liegt das anorganisches Phosphat als 
Abbauprodukt des ATP vermehrt in der Zelle vor [14]. Des Weiteren führt der niedrige 
pH-Wert letztlich zu einer kontraktilen Dysfunktion, da die Troponin C Sensitivität 
gegenüber Ca2+ herabgesenkt wird [17]. Andererseits kommt es durch den niedrigen 
pH-Wert während der Ischämie auch zu erheblichen Veränderungen des 
Ionenhaushaltes der Zelle. Die erhöhte intrazelluläre Konzentration von H+-Ionen 
stimuliert den Na+/H+-Austauscher, der H+-Ionen im Austausch gegen Na+ nach 
extrazellulär pumpt [12]. Da die ATP Depletion dazu führt, dass die Na2+/K+-ATPase 
deaktiviert wird, erhöht sich die intrazelluläre Natrium-Konzentration [9]. Der dadurch 
bedingte Kalium-Ausstrom aus der Zelle kann zu Veränderungen in der 
Elektrokardiographie (EKG) und Herzrhythmusstörungen führen. Letztendlich kommt es 
durch die erhöhte intrazelluläre Natriumkonzentration auch zu einer erhöhten 
intrazellulären Calcium-Konzentration. Einerseits hemmt die Natriumkonzentration die 
Aktivität des Na+/Ca2+-Austauschers, andererseits hat die Depletion des ATP zur Folge, 
dass Calcium weder aktiv über die SERCA (sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) noch 
über die Ca2+-ATPase aus dem Zytosol transportiert werden kann [12]. Dieser 
„Calcium-Overload“ aktiviert Proteasen wie Calpain, die Proteine des Zytoskeletts, des 
Mitochondriums und des endoplasmatischen Retikulums degradieren [9]. 
 
Das Ausmaß des ischämischen Schadens ist abhängig von der Dauer der Ischämie. 
Hält die Ischämie nur für kurze Zeit an (< 15 Minuten), so ist der Schädigung des 
Myokards reversibel. Besteht die Minderperfusion jedoch länger, kommt es zu einem 
irreversiblen myokardialen Gewebsuntergang. Gleichermaßen steigt die Anfälligkeit der 
Kardiomyozyten gegenüber dem Reperfusionsschaden in Abhängigkeit von der Dauer 
der Ischämie [18].  
1.1.2.2 Schädigung durch Reperfusion 
Die schnelle Reperfusion der akuten myokardialen Ischämie mittels PCI oder 
Thrombolyse ist die Therapie der Wahl, um die Größe des Infarktareals zu reduzieren. 
Allerdings führt auch die Reperfusion auf verschiedene Arten zu einer myokardialen 
Schädigung. Einerseits kann es zu Arrhythmien und zu kontraktilen Dysfunktion 
(Stunning) der Kardiomyozyten kommen. Andererseits kann die Reperfusion auch 
irreversible Folgen wie Durchblutungsstörungen auf mikrovaskulärer Ebene und den 
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Zelluntergang der Kardiomyozyten zu Folge haben [19]. Durch den wiederhergestellten 
Blutfluss werden Sauerstoff und die Substrate der ATP-Synthese wieder zur Verfügung 
gestellt und der extrazelluläre pH-Wert wird normalisiert. Dies führt jedoch über 
verschiedene Mechanismen wie oxidativen Stress, intrazelluläre Calcium-Überladung 
und pH-Wert Normalisierung sowie Inflammation zu einer Exazerbation der 
Zellschädigung [9].  
 
Oxidativer Stress entsteht durch eine erhöhte Bildung reaktiver Sauerstoff Spezies 
(ROS) aufgrund einer insuffizienten oxidativen Phosphorylierung im Mitochondrium, die 
über die Enzyme Xanthin-Oxidase, NADPH-Oxidase und NO-Synthase vermittelt wird. 
Da die intrazellulären anti-oxidativen Schutzmechanismen der Kardiomyozyten 
ausgeschöpft sind, führt der oxidative Stress zu einer direkten Zellschädigung. So 
werden Proteine denaturiert, Membran-Schäden durch Lipidperoxidation verursacht und 
DNA oxidativ geschädigt. ROS schädigt aber auch indirekt, indem es pro-
inflammatorisch wirkt und Proteasen aktiviert. Außerdem fördert ROS die 
Permeabilisierung der mitochondrialen Membran und führt damit zu einer 
mitochondrialen Dysfunktion [20].  
 
Durch den physiologischen extrazellulären pH-Wert entsteht ein Protonengradient, der 
den Austausch von Protonen gegen Natrium durch den Na+/H+-Austauscher antreibt. 
Der massive Natrium-Influx hat jedoch zur Folge, dass der Na+/Ca2+-Austauscher 
aktiviert wird und es durch eine vermehrte Exkretion von Na+ nach extrazellulär zu 
einer intrazellulären Calcium Überladung kommt [9]. Die gestörte Calcium-Homöostase 
kann verschiedene Folgen haben. Zum einen kann es zu Arrhythmien kommen, die oft 
tödlich enden. Bleibt die intrazelluläre Calcium-Konzentration während der Reperfusion 
erhöht, wird es durch das wiederhergestellte mitochondriale Membranpotenzial über 
den Calcium-Uniporter in das Mitochondrium aufgenommen [10, 21]. Der saure pH-
Wert während der Ischämie wirkt inhibierend auf den kontraktilen Apparat des 
Kardiomyozyten. Durch die Normalisierung des pH-Wertes und die intrazelluläre 
Calcium-Überladung können Hyperkontrakturen verursacht werden, die den ATP-
Verbrauch der Kardiomyozyten stark erhöhen und zum Zelluntergang führen [21, 22].  
 
Eine wichtige Rolle in der Schädigung durch Reperfusion spielt die Öffnung der 
mitochondrialen Pore (mPTP) [23-26]. Dabei handelt es sich um eine unspezifische 
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Pore, die in der inneren Mitochondrien Membran lokalisiert ist und für Moleküle von bis 
zu 1,5 kDa durchlässig ist [10, 27]. Die Pore wird durch verschieden Signale geöffnet: In 
vitro Studien konnten zeigen, dass eine hohe Calcium-Konzentration in der 
mitochondrialen Matrix dazu führt, dass die Pore geöffnet wird [27, 28]. Auch oxidativer 
Stress, Depletion von ATP und Adenin-Nukleotiden sowie erhöhte Phosphat-
Konzentrationen führen zur Öffnung der mPTP [26, 29, 30]. Da die Öffnung der mPTP 
durch H+-Ionen inhibiert wird, bleibt die Pore während der Ischämie geschlossen [27]. 
Sobald allerdings der intrazelluläre pH-Wert ansteigt, entfällt diese Inhibition und die 
Pore öffnet sich [10]. Das mitochondriale Membranpotenzial (∆Ψm) kann durch die 
Öffnung der Pore nicht aufrecht erhalten werden und der elektrochemische Gradient 
bricht zusammen, sodass die oxidative Phosphorylierung nicht mehr stattfinden kann. 
Dadurch kann kein ATP erzeugt werden, zusätzlich dreht die ATPase ihren 
Mechanismus um und spaltet das in der Zelle vorhandene ATP, sodass es zu einer 
ATP Depletion kommt. Andererseits entsteht durch die Öffnung der mPTP ein kolloid-
osmotischer Druck zwischen Mitochondrium und Zytosol, der zu einem Anschwellen der 
Mitochondrien und Platzen der äußeren mitochondrialen Membran führt [30]. Durch die 
Ruptur der äußeren mitochondrialen Membran (outer mitochondrial membrane, OMM) 
gelangen Intermembranproteine wie Cytochrom c (Cyt c) und Apoptose induzierende 
Faktor (AIF) in das Zytosol. Im Zytosol induzieren Cyt c und AIF die Caspase-
abhängige und Caspase-unabhängige Apoptose (siehe Abbildung 1). Da die Öffnung 
der mPTP eine entscheiden Rolle für das Ausmaß des Reperfusionsschadens spielt, 
stellt die Integrität der mitochondrialen Membran ein wichtiges kardioprotektives Ziel dar 
[31-33].  
 
1.2 Therapeutische Hypothermie 
Die therapeutische Hypothermie (TH) bezeichnet das gezielte Herabsetzen der 
Körpertemperatur auf unter 36 °C bei Erwachsenen und unter 36,5 °C bei Kleinkindern 
und Säuglingen. Dabei werden verschiedene Arten der Hypothermie unterschieden 
(siehe Tabelle 1). Da sich die Anwendung der TH in Einleitungs-, Aufrechterhaltungs- 
und Wiedererwärmungsphase gliedert, hat sich in der Klinik der Begriff des Targeted 
Temperature Managements (TTM) etabliert. 	
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Tabelle 1. Temperaturabhängige Definitionen der therapeutischer Hypothermie [34]. 
milde Hypothermie 34 - 35,9 °C 
moderate Hypothermie 32 - 33,9 °C 
moderat-tiefe Hypothermie 30 - 31,9 °C  
tiefe Hypothermie <30 °C 		
1.2.1 Anwendungsgebiete  
Hypothermie ist eine der ältesten Therapieverfahren zur Organprotektion und wird so 
beispielsweise während Operationen am Herzen angewendet um Gehirn, Herz und 
Nieren vor Ischämie zu schützen [35-37]. Vor allem im Bereich der Neuroprotektion hat 
sich die Anwendung der TH etabliert. Die Grundlage hierfür bilden randomisiert 
kontrollierte Studien, die bewusstlose Erwachsene nach Herzkreislaufstillstand (HKS) 
direkt nach Reanimation für 12 bis 24 Stunden kühlten. Bernard et al. zeigten, dass TH 
(33 °C) die Mortalität und die Morbidität von Patienten mit Herzkreislaufstillstand nach 
Kammerflimmern signifikant reduziert [38]. In der hypothermen Patientengruppe 
überlebten 49% den HKS, verglichen mit nur 26% der normotherm behandelten 
Patienten. Auch die Studie der Hypothermia after Cardiac Arrest Study Group 
untersuchte den Einfluss von TH (32-34 °C) nach HKS und berichtete von einer 
Reduktion der Mortalität durch Hypothermie von 55% auf 41% [39]. Die neurologische 
Morbidität wurde ebenfalls signifikant verringert (55% vs. 39%), während die 
Komplikationsrate sich in den beiden Versuchsgruppen nicht wesentlich unterschied. 
Neueste Studien stellen allerdings die neuroprotektiven Effekte der Hypothermie in 
Frage. Moler et al. verglichen moderate TH (33 °C) und kontrollierte Normothermie 
(36,8 °C) bei Kindern nach HKS außerhalb des Krankenhauses und konnten keinen 
signifikanten Unterschied in Bezug auf die Mortalität berichten [40]. Eine weitere 
Analyse dieser Bedingungen bei Kindern nach HKS innerhalb des Krankenhauses 
wurde abgebrochen, da sich keine Unterschiede in Bezug auf die Mortalität und das 
neurologische Verhalten der Kinder nach einem Jahr zeigten [41]. Die Studie von 
Nielsen et al. verglich zum ersten Mal Kühlung (33 °C) mit einer kontrollierten 
Körpertemperatur (36 °C) bei Erwachsenen nach HKS. Die moderate Hypothermie 
reduzierte in dieser Studie weder die Mortalität noch die Morbidität [42]. Ein Grund für 
die unterschiedlichen Ergebnisse zu dem protektiven Potenzial der TH liegt womöglich 
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in der kontrollierten Körpertemperatur der normothermen Kontrollgruppe. Die aktuellen 
Leitlinien des European Resuscitation Council empfehlen daher bei bewusstlosen 
Erwachsenen nach HKS durch ventrikuläre Tachykardie neben den bisherigen 32 –
 34 °C ein TTM bei 36 °C [43].  
 
Obwohl das neuroprotektive Potential bei Erwachsenen nach HKS momentan 
umstritten ist, hat sich die TH in der Neonatologie als Therapie der hypoxisch-
ischämischen Enzephalopathie nach perinataler Asphyxie etabliert. Shankaran et al. 
zeigten, dass TH bei 33,5 °C für 72 Stunden die Mortalität und Morbidität der 
Neugeborenen reduziert [44]. Die TOBY-Studie (Total Body Hypothermie for Neonatal 
Encephalopathy Trial) konnte nachweisen, dass die TH einen positiven Einfluss auf das 
neurologische Outcome nimmt. Dabei konnte ein signifikanter Unterschied in Bezug auf 
den Intelligenzquotienten der Kinder festgestellt werden, der sowohl im Alter von 18 
Monaten als auch im Alter von 6 bis 7 Jahren nachweisbar war [45, 46]. Die 
Anwendung der TH als Therapie nach Schädel-Hirn-Trauma und bei Patienten mit 
Schlaganfall ist bisher umstritten und Gegenstand aktueller klinischer Studien [47-49].  
 
1.2.2 Therapeutische Hypothermie und Kardioprotektion 
In Tierstudien konnte gezeigt werden, dass die myokardiale Temperatur des akut 
ischämischen Myokards die Infarktgröße entscheidend beeinflusst [50-52]. So konnte 
eine frühe Studie von Chien et al. am schlagenden Kaninchenherzen beobachten, dass 
die Größe des Infarktareals in einem Temperaturbereich von 35 – 42 °C mit jeder 
Erwärmung um 1 °C um bis zu 10% zunimmt [50]. Auf Grundlage der bisherigen 
klinischen Studien lässt sich jedoch keine klare Aussage zu dem kardioprotektiven 
Potenzial der TH machen. Dixon et al. untersuchten eine kleine Patientengruppe von 42 
Patienten mit AMI, die während der Katheterintervention endovaskulär auf 33 °C 
gekühlt wurden. Es war ein nicht signifikanter Trend erkennbar, dass Hypothermie die 
Infarktgröße reduziert [53]. Auf Grundlage dieser Beobachtung wurden die beiden 
randomisiert kontrollierten Studien COOL-MI und ICE-T durchgeführt, deren Ergebnisse 
bisher nur in Reviews zusammengefasst wurden. Beide Studien kühlten endovaskulär 
vor der Reperfusion auf 33 °C und konnten keinen protektiven Einfluss der TH auf die 
Infarktgröße ausmachen. Insgesamt wurde die Zieltemperatur nicht schnell genug 
erreicht. Eine Subgruppenanalyse ergab, dass Patienten mit Vorderwandinfarkt und 
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einer Temperatur von < 35 °C vor Reperfusion signifikant geringere Infarktgrößen 
aufwiesen [54]. Des Weiteren ergab eine Subgruppenanalyse der Hypothermia after 
Cardiac Arrest Studie, dass eine signifikante Reduktion der Infarktgröße nur bei 
Patienten beobachtet werden konnte, die innerhalb von 8 Stunden auf 32 – 34 °C 
gekühlt wurden [55]. In den letzten Jahren wird aus diesem Grund zunehmend an 
schnell induzierbarer Hypothermie geforscht. Dazu gehört beispielsweise die 
Kombination aus endovaskulärer Kühlung und Infusionen mit kalter Kochsalzlösung 
[56]. Erlinge et al. zeigten mit dieser Methode in der CHILL-MI Studie zwar eine 
Reduktion der Herzinsuffizienz als Langzeitfolge der myokardialen I/R, allerdings 
verringerte die Kühlung nicht die Infarktgröße [57]. Eine weitere Methode der schnell 
induzierbaren Hypothermie stellt die Peritoneallavage dar, die bei Patienten nach HKS 
eine weitere nebenwirkungsarme und schnelle Kühlungsmethode darstellt [58, 59]. 
Insgesamt scheint der Zeitpunkt der Kühlungsinduktion entscheidend zu sein, der nur 
durch ein schnelles Herabsenken der Körpertemperatur erreicht werden kann. In 
Tierexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass intra-ischämische Hypothermie 
die Infarktgröße um bis zu 80% reduziert und die kardiale Funktion verbessert, während 
eine Kühlung nach Reperfusion keinen kardioprotektiven Effekt hat [60-63]. 
 
1.3 Wirkungen der Hypothermie 
Die Wirkungen der Hypothermie sind vielfältig und spielen in den unterschiedlichen 
Phasen der Ischämie/Reperfusion (I/R) eine protektive Rolle.  
1.3.1 Zellulärer Stoffwechsel  
Hypothermie reduziert den zellulären Stoffwechsel und führt so zu einem geringeren 
Umsatz von Glukose und Sauerstoff. Polderman et al. beschrieben in einer 
Übersichtsarbeit, dass bei Herabsenken der Körpertemperatur um 1 °C die zerebrale 
metabolische Rate um jeweils 6-10% gesenkt wird [64]. In vivo konnte gezeigt werden, 
dass der anaerobe Metabolismus während der Ischämie durch moderate Hypothermie 
verhindert wird [65]. Eine zentrale kardioprotektive Rolle der Hypothermie bei I/R wird 
außerdem dem verminderten ATP-Umsatz zugeschrieben, der die myokardiale 
Funktion aufrechterhält. Simkhovich et al. zeigten, dass regionale Hypothermie 
während Ischämie an Kaninchenherzen zu dem Erhalt der Glykogenspeicher und der 
ATP-Spiegel führt [66]. In einer weiteren in vivo Studie konnte ebenfalls beobachtet 
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werden, dass TH die myokardialen ATP-Spiegel signifikant erhöht [67]. Die reduzierte 
Stoffwechselrate und die damit einhergehenden stabilen ATP-Spiegel sind von großer 
Bedeutung für das Aufrechterhalten der mitochondrialen Funktion. 
 
1.3.2 Oxidativer Stress 
Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben trägt oxidativer Stress entscheidend zu dem 
Zelluntergang durch I/R bei. Die Überproduktion an ROS während der frühen 
Reperfusionsphase führt zu der Öffnung der mPTP und somit zu der Einleitung der 
intrinsischen Apoptose. So zeigten Kagan et al., dass ROS an der Freisetzung des 
mitochondrialen Cyt c in das Zytosol beteiligt ist [68]. Da TH die Überproduktion von 
ROS während der I/R wesentlich vermindert, können die antioxidativen 
Schutzmechanismen der Zelle greifen und diese effizient schützen [64]. Dadurch kann 
der zelluläre Schaden, der direkt durch ROS entsteht, vermindert und die Einleitung der 
intrinsischen Apoptose verhindert werden.  
 
1.3.3 Mitochondriale Dysfunktion und intrinsische Apoptose 
Die mitochondriale Funktion besteht vor allem in der Synthese von ATP. Durch I/R 
kommt es wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben zu einem Verlust des mitochondrialen 
Membranpotenzials (∆Ψm). Durch den fehlenden elektrochemischen Gradienten über 
der mitochondrialen Membran kann die ATP-Synthase kein ATP erzeugen und es 
kommt zu einer mitochondrialen Dysfunktion. Studien konnten zeigen, dass 
Hypothermie die mitochondriale Integrität erhält und somit die mitochondriale 
Dysfunktion verhindern kann [69-71]. Tissier et al. konnten zeigen, dass schnell 
induzierte Hypothermie durch Flüssigkeitsbeatmung die mitochondriale Funktion 
während der frühen Reperfusion signifikant verbessert. Unter Kühlung wurde nicht nur 
die ATP-Synthese aufrecht erhalten, sondern auch die Calcium-induzierte Öffnung der 
mPTP verhindert [69].  
 
Neben der gestörten ATP-Synthese, spielt die mitochondriale Dysfunktion eine 
bedeutende Rolle für die Einleitung der intrinsischen Apoptose. Die Apoptose ist eine 
energieverbrauchende Art des Zelluntergangs. Extrazelluläre apoptotische Signale 
werden über den Todesrezeptor, der die extrinsische Apoptose einleitet, aufgenommen. 
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Intrazelluläre Stressfaktoren wie Nährstoffmangel, Hypoxie und oxidativer Stress 
induzieren dagegen die Freisetzung mitochondrialer Proteine, die zu der Einleitung der 
intrinsischen Apoptose führen (siehe Abbildung 1). Myokardiale I/R führt sowohl zu 
einem apoptotischen als auch zu einem nekrotischen Zelluntergang [72, 73]. Dabei ist 
die Nekrose ein ATP-unabhängiger Prozess, der inflammatorische Abbauprozesse 
aktiviert [74]. Sowohl in vitro als auch in vivo Studien zeigten, dass TH den 
apoptotischen Zelluntergang nach I/R signifikant reduzieren kann [67, 75-78]. Lee et al. 
konnten in einer in vivo Studie zeigen, dass eine Kühlung für 24 Stunden bei 32 – 34 °C 
die aktivierten Caspase 3 - Spiegel signifikant vermindert [67]. Auch Tong et al. 
beobachteten an HL-1 Kardiomyozyten, dass intra-ischämische Hypothermie (33,5 °C) 
die Aktivierung der Caspase 3 signifikant vermindert [77]. Da die aufgeführten Studien 
zeigen, dass TH sowohl die mitochondriale Dysfunktion als auch die Aktivierung der 
Caspase-Kaskade verhindern kann, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der 




Abbildung 1. Schematische Darstellung der Regulation der intrinsischen Apoptose. Der 
Austritt von Cyt c über die mitochondriale Pore (mPTP) induziert die Caspase-abhängige 














1.3.3.1 Cytochrom c  
Cyt c ist ein mitochondriales Protein, das im Intermembranraum des Mitochondriums 
lokalisiert ist. Es ist über anionische Phospholipide wie Cardiolipin mit der inneren 
mitochondrialen Membran assoziiert [80]. Sobald es durch die Öffnung der mPTP und 
die daraus folgende Ruptur der äußeren mitochondrialen Membran in das Zytosol 
gelangt, aktiviert es Apaf-1 und trägt so zu der Bildung des Apoptosoms bei. Dadurch 
wird die Caspase-abhängige Apoptose eingeleitet, die über Caspase 9 die Effektor-
Caspase 3 aktiviert (siehe Abbildung 1) [81, 82]. Die Effektor-Caspasen initiieren die 
entscheidenden apoptotischen Signale, zu denen die Fragmentierung der DNA, die 
Isolation und das Schrumpfen der apoptotischen Zellen sowie die Bildung von 
Membran-Vesikeln (Membran-Blebbing) gehören [83].  
1.3.3.2 AIF 
AIF ist ein Flavoprotein, das über ein Ankerprotein mit der inneren mitochondrialen 
Membran verbunden ist. Durch einen apoptotischen Stimulus findet eine Proteolyse des 
mitochondrialen AIF (62 kDa) statt. Sobald das prozessierte AIF (57 kDa) in das Zytosol 
gelangt, transloziert es direkt zum Zellkern und induziert die Kondensation des 
Chromatins und die Fragmentierung der DNA [84]. Somit wird die Apoptose der Zelle 
Caspase-unabhängig induziert (siehe Abbildung 1) [85].  
1.3.3.3 Die Familie der Bcl-2 Proteine 
Die Familie der B-Zell Lymphom-2 Proteine (Bcl-2) besteht sowohl aus pro-
apoptotischen Proteinen (Bax, BAD, Bak und Bok) als auch aus anti-apoptotischen 
Proteinen (Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w) [86]. Bax wirkt pro-apoptotisch, indem es die 
Freisetzung mitochondrialer Apoptose-Induktoren unterstützt. Es liegt im Zytosol der 
Zelle vor und transloziert bei einem apoptotischen Stimulus an die äußere 
mitochondriale Membran. Dort bilden sich Bax-Oligomere und ermöglichen die 
Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran [87, 88]. Das anti-
apoptotische Bcl-2 ist hingegen an die äußere mitochondriale Membran gebunden und 
stabilisiert die mitochondriale Membranintegrität, indem es Bax bindet und seine 
Wirkung antagonisiert [89, 90]. Liegt das anti-apoptotische Bcl-2 vermehrt vor, wird die 
Permeabilisierung der mitochondrialen Membran und somit die Einleitung der 
intrinsischen Apoptose verhindert (siehe Abbildung 1) [89, 91-93].  
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1.3.3.4 Hsp70 
Das Hitzeschockprotein 70 (Heatshock-Protein 70, Hsp70) ist ein wichtiges 
Housekeeping-Gen. Die verschiedenen Subformen der Hsp70-Familie unterscheiden 
sich in ihrer Gewebespezifität und subzellulären Lokalisation. Während einige im 
Zytosol vorliegen, sind andere in Zellorganellen wie dem Mitochondrium 
vorzufinden [94]. Das mitochondriale Hsp70 (mHsp70) befindet sich in der 
mitochondrialen Matrix und ist an ein Protein der inneren Mitochondrien-Membran 
gebunden. Dort ist mHsp70 an dem energieabhängigen Import mitochondrialer Proteine 
beteiligt, die unter anderem den oxidativen Schutz des Mitochondriums gewährleisten 
[95]. Das zytosolische Hsp70 wirkt als Chaperone, indem es die Proteinfaltung 
unterstützt und eine Fehlfaltung sowie Proteinaggregation verhindert [96]. So schützt 
Hsp70 die Zelle gegen Hitzestress, Ischämie und oxidativen Stress [94]. Hsp70 hat 
auch eine anti-apoptotische Wirkung. Beere et al. zeigten, dass Hsp70 die Formierung 
des Apoptosoms verhindert [97]. Andere Studien berichteten, dass Hsp70 die 
Translokation von AIF zum Zellkern inhibiert [98, 99]. Da mHsp70 am antioxidativen 
Schutz des Mitochondriums beteiligt ist, der während I/R besonders wichtig für die 
mitochondriale Funktion ist (siehe Kapitel 1.1.2), und das zytosolische Hsp70 sowohl 
die Caspase-abhängige als auch die Caspase-unabhängige Apoptose inhibiert, wurden 




Neben dem Ubiquitin-Proteasom-System stellt die Autophagie einen Weg für die 
Degradation intrazellulärer Proteine dar. Zu Beginn werden abzubauende Proteine oder 
Zellorganellen von einzelnen Membranbestandteilen umgeben, die im weiteren Prozess 
elongiert werden und das Autophagosom bilden. Anschließend fusioniert das 
Autophagosom mit einem Lysosom, sodass die eingeschlossenen Bestandteile 
schließlich durch lysosomale Hydrolasen aufgespalten werden (siehe Abbildung 2). Es 
findet eine kontinuierliche Degradation statt, die gewährleistet, dass Proteine und 
Zellorganellen vor ihrem Funktionsverlust ersetzt werden [100]. Die Autophagie stellt 
dabei einen wichtigen Prozess für die Vitalität des Myokards dar. Bei Patienten mit 
Morbus Danon ist die Autophagie aufgrund einer Mutation in dem Lysosom-assoziierten 
Membran Protein 2 (LAMP2) dysfunktional und die Abbauprodukte sammeln sich 
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intrazellulär an. Klinisch präsentieren sich die Patienten meist im Kindesalter unter 
anderem mit einer schwerwiegenden hypertrophen Kardiomyopathie und Störungen 
des kardialen Erregungsleitungssystems [101].  
 
Während I/R spielt die Autophagie ebenfalls eine bedeutende Rolle, da durch den 
autolysosomalen Abbau während Phasen des Nährstoffmangels freie Fettsäuren und 
Aminosäuren für die Energiegewinnung zur Verfügung gestellt werden können [102]. 
Außerdem kann die Öffnung der mPTP verhindert werden, indem dysfunktionale 
Mitochondrien durch Autophagie der Mitochondrien, auch Mitophagie genannt, 
degradiert werden (siehe Abbildung 2). Somit stellt die Autophagie möglicherweise 
einen wichtigen Regulationsmechanismus der intrinsischen Apoptose dar [103]. 
Allerdings wird der kardioprotektive Effekt der Autophagie bei I/R-Schaden kontrovers 
diskutiert [102, 104-107]. Der Einfluss der Hypothermie auf die Autophagie ist ebenfalls 
noch unklar. Eine Studie von Tang et. al zeigte, dass tiefe Hypothermie (18 °C) 
während simulierter Ischämie die Aktivität der Autophagie bei Phäochromocytom-Zellen 
(PC12 Zellen) signifikant erhöht [108]. Dagegen berichteten Lu et al., dass moderate 
Hypothermie nach Herzkreislaufstillstand die Autophagie-Aktivität in Neuronen 


















1.4 Ziele der Arbeit 
Da die ischämische Herzkrankheit eine bedeutende Ursache für die globale Morbidität 
und Mortalität darstellt, ist es wichtig zelluläre Mechanismen während I/R zu 
untersuchen und mögliche kardioprotektive Maßnahmen zu evaluieren. Die 
therapeutische Hypothermie zeigt in experimentellen Studien vielversprechende 
Wirkungen, die den myokardialen Zelluntergang nach I/R reduzieren können. In der 
vorliegenden Arbeit wurden die zellulären Wirkungen von TH auf Kardiomyozyten 
untersucht. In dem ersten Teil der Arbeit wurden dabei folgende Fragestellungen durch 
Zellkulturexperimente an HL-1 Zellen untersucht: 
 
1. Welchen Einfluss nimmt moderate TH auf die intrinsische Apoptose der HL-1 
Kardiomyozyten? 
2. Welchen Einfluss hat die moderate TH auf die Autophagie der HL-1 
Kardiomyozyten? 
 
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der TH während I/R an 
primären Kardiomyozyten untersucht. Dabei wurden folgende Fragestellungen 
bearbeitet: 
 
1. Sind die gewonnenen Daten aus den Experimenten der HL-1 Zelllinie auf 
primäre Kardiomyozyten übertragbar und kann der Zelluntergang durch I/R bei 
primären Kardiomyozyten durch TH vermindert werden? 
 
2. Können primäre Kardiomyozyten durch ein modifiziertes Therapiemanagement 












Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 
Axio Imager M1 Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
CO2 Inkubator mit O2-Regelung  
CB 60 Binder, Tuttlingen, Deutschland  
Bio-Fuge primo / fresco (Zentrifugen) Heraeus, Hanau, Deutschland 
Brutschrank CO2 Inkubator, MCO-
19AIC Sanyo, USA 
ChemiDoc XRSTM Bio-Rad, München, Deutschland 
Elektrophorese-/Blotting-Netzteil Biometra, Göttingen, Deutschland 
Elektrophorese-Kammer Bio-Rad, München, Deutschland  
Magnetrührer Roth, München, Deutschland  
Multiskan Reader Ascent  Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland  
Präzisionswaage BP4100S Sartorius, Göttingen, Deutschland  
Sicherheitswerkbank Lamin Air Heraeus, Hanau, Deutschland 
Schüttler Promax Heidolph, Schwabach, Deutschland  
Thermoblock Biometra, Göttingen, Deutschland  
Tiefkühlschrank (-80 °C) FRYKO, Esslingen, Deutschland  
Wasserbad WB 10 Memmert, Schwabach, Deutschland  
Vortex-2 Genie Scientific Industries, Bohemia, NY USA 	
2.2 Zellkultur 
Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 
Claycomb-Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) 
w 3,7 g/L NaHCO3 
w 4,5 g/L D-Glucose 
w stable Glutamine  
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) 
w 3,7 g/L NaHCO3 
w/o 4,5 g/L D-Glucose 
w/o L -Glutamine 
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
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Fetal bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Fetal bovine Serum (FBS) Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
Fibronectin  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 




Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
L-Ascorbnsäure, Natrium-Salz AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
L-Glutamin 200 mM  Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
Penicillin/Streptomycin [30%] 
(104 U/ml P und 104 µg/ml S) 
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
PBS Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA 
Trypsin-EDTA  
(0,5% Trypsin in 0,02% EDTA-Na) 
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA  
Serologische Pipetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Spritzen Injekt® (20 ml) Braun, Melsungen, Deutschland  
Sterilfilter Filtropur S0.2 Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturflaschen ( 75 und 175 cm2) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturröhrchen 15 ml und 50 ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturschalen (22 cm2) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturschalen (9,2 cm2) TPP, Trasadingen, Schweiz 
Vakuumfilterflaschen (250 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Vakuumfilterflaschen (500 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
96-well-Platten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
  
2.3 Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 
Acrylamid [30%] Roth, München, Deutschland 
APS Roth, München, Deutschland 
Bovines Serumalbumin (BSA) Roth, München, Deutschland 
β-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
cOmplete, EDTA-free Protease 
Inhibitor Cocktail Tablets  Roche, Mannheim, Deutschland 
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
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DMSO Roth, München, Deutschland 
Dura Super Signal West Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
EDTA [99%] Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Ethanol [70%] Roth, München, Deutschland 
Guanidin Hydrochlorid AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
HCL [5 M] AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Magermilchpulver  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Methanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
MitoTracker Red CMXRos invitrogen, Carlsbad, USA 
Dako Fluorescent Mounting Medium Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Pierce BCA-Protein Assay Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Pierce Lane Marker Reducing Sample 
Buffer (5x) Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Ponceau-Färbelösung  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
SDS AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
TEMED Roth, München, Deutschland 
TRIS AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Triton X-100 Roth, München, Deutschland  
TWEEN 20 Roth, München, Deutschland  
Trypanblau [0,5%] Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 	
2.4 Antikörper 
Bezeichnung Spezies Hersteller 
Katalog-
Nummer 
AIF  Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 4642 
Alexa Fluor 488 Kaninchen, polyklonal BioLegend, San Diego, USA 406416 
β-Aktin  Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 4967 
Bax Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 2772 
Bcl-2 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 2876 
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Cytochrom c  Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 4272 
COX IV Maus, monoklonal Cell Signaling, Boston, USA 11967 
Hsp70 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, USA 4872 
LC3-II Kaninchen, polyklonal  Cell Signaling, Boston, USA 4108 
F(ab´)2anti-
Rabbit IgG (H+L) Esel, polyklonal 
dianova, Hamburg, 




Esel, polyklonal dianova, Hamburg, Deutschland 715-066-150 	
2.5 Kit 
Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche, Mannheim, Deutschland  
Mitochondria Isolation Kit for Cultured 
Cells Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Pierce Primary Cardiomyocyte 
Isolation Kit Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 	
2.6 Sonstige Materialien 
Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 
Chromatography Paper, 3 mm Whatman, Maidstone, UK 
Deckgläser (∅15 mm) VWR, Radnor, USA 
Eppendorf Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Gelkämme Bio-Rad, München, Deutschland  
Menzel Gläser, Super Frost Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Zellschaber 25 cm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
PVDF Membranen Fluoro Trans® PALL Life Sciences, Port Washington, NY  
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3 Methoden 	
3.1 Teil 1: Versuche mit HL-1 Zellen 
3.1.1 Kultivierung der HL-1 Kardiomyozyten 
Bei den HL-1 Kardiomyozyten handelt es sich um eine Kardiomyozyten Tumorzelllinie, 
welche atrialen AT1-Zellen einer weiblichen Jackson C57BL/6J Maus entstammen 
[110]. Die Zellen wurden freundlicherweise von William C. Claycomb, Ph.D (LSU Health 
Sciences Center, New Orleans, LA., USA) zur Verfügung gestellt. Zellkulturflaschen, 
Petrischalen sowie Multiwell-Platten wurden vor ihrer Verwendung für 1 Stunde mit 
0,2 µg/cm2 Fibronektin und 0,02% Gelatine beschichtet [110]. Die HL-1 Zellen wurden 
bei 21% O2 und 5% CO2 bei 37 °C in Claycomb Medium kultiviert, welches 10% FBS 
(Sigma-Aldrich), 100 µM Penicillin und Streptomycin, 2 mM L-Glutamin sowie 0,1 mM 
Norepinephrin enthielt. Ein Mediumwechsel fand alle 2 bis 3 Tage statt. Sobald die 
Kardiomyozyten konfluent waren, wurden sie für den Versuch ausplattiert oder in einem 
Verhältnis von 1:2 – 1:5 passagiert. Zum Ablösen der Zellen wurde Trypsin/EDTA 
verwendet (0,05/0,02%). Um einen Vorrat an HL-1 Zellen zu erstellen, wurden 
Kryoaliquots mit jeweils 1,5x106 Zellen pro Aliquot in Kryomedium erstellt. Das 
Kryomedium bestand aus 95% FBS und 5% DMSO. 
 
3.1.2 Durchführung der Ischämie/Reperfusions-Versuche	
3.1.2.1 Simulation der Ischämie und Reperfusion  
Sowohl die HL-1 Zellen als auch die primären Kardiomyozyten wurden einer simulierten 
I/R ausgesetzt. Dabei wurde die Ischämie mit Hilfe von Sauerstoff- und Glukoseentzug 
(oxygen-glucose deprivation, OGD) simuliert. Anschließend fand die Simulation der 
Reperfusion statt, indem die Zellen ihren normalen Kultivierungsbedingungen 






Tabelle 2. Simulation der Ischämie und Reperfusion. 
OGD Reperfusion 
0,2% Sauerstoff 21% Sauerstoff 
5% CO2 5% CO2 
Mangelmedium 
ohne Glukose und ohne Serum 
Vollmedium 
mit Glukose und Serum 
 
3.1.2.2 Zeit-Temperatur-Protokoll und Versuchsdurchführung mit HL-1 
Kardiomyozyten 
Es wurde ein Zeit-Temperatur-Protokoll entwickelt, bei dem die HL-1 Zellen bereits 
während der OGD-Phase (intra-OGD therapeutische Hypothermie, IOTH) auf 33,5 °C 
gekühlt wurde. Die Zellen wurden 48 Stunden vor jedem Versuch in Claycomb-Medium 
ausplattiert. Für die OGD-Phase wurden die Zellen mit Mangelmedium behandelt. Die 
Proben wurden einmal mit dem Mangelmedium gewaschen und anschließend für 6 
Stunden bei 0,2% Sauerstoff und 5% CO2 inkubiert (Tabelle 2). Die HL-1 Zellen wurden 
in zwei Versuchsgruppen eingeteilt: Die normotherme Versuchsgruppe wurde der 
simulierten Ischämie bei 37 °C ausgesetzt, während die hypotherme Versuchsgruppe 
nach 3 Stunden OGD auf 33,5 °C gekühlt wurde (siehe Abbildung 3). 
 
 
Abbildung 3. Schema des Zeit-Temperatur-Protokolls. Während der OGD-Phase wurde die 
hypotherme Versuchsgruppe auf 33,5 °C gekühlt. Während der Reperfusion wurde Proben zu 
den Versuchszeitpunkten 6, 7, 8, 9, 10, 12 und 27 Stunden entnommen. 	
 
Zeit-Temperatur-Protokoll









Des Weiteren wurde zu jedem Versuchszeitpunkt eine Kontrollgruppe mitgeführt. 
Hierfür wurden die HL-1 Zellen in den ersten 6 Stunden des Versuchsprotokolls mit 
Vollmedium behandelt und bei 37 °C und Normoxie (21% Sauerstoff) inkubiert. 
Während der Reperfusion erhielten die Zellen aller Versuchsgruppen 
Reperfusionsmedium sowie 21% Sauerstoff. Die hypotherme Gruppe wurde für 
insgesamt 24 Stunden bei 33,5 °C gekühlt. Um die Versuchsbedingungen zwischen der 
OGD- und der Normoxie-Versuchsgruppe anzugleichen, wurden beide Gruppen 
während der ersten 6 Stunden mit DMEM-Medien behandelt. Die Zusammensetzung 
der Versuchsmedien ist in Tabelle 3 dargestellt. 	
Tabelle 3. Zusammensetzung der Versuchsmedien für HL-1 Zellen.  
Medien Inhaltsstoffe 
Mangelmedium 
zuvor bei 0,2% Sauerstoff äquilibriert 
• DMEM ohne Glukose 
• Penicillin (100 µM) 
• Streptomycin (100 µM) 
• L-Glutamin (2 mM) 
Vollmedium • DMEM mit Glukose 
• FBS (10%) 
• Penicillin (100 µM) 
• Streptomycin (100 µM) 
• L-Glutamin (2 mM) 
Reperfusionsmedium • Claycomb Medium  
• FBS (10%) 
• Penicillin (100 µM) 
• Streptomycin (100 µM) 
• L-Glutamin (2 mM) 
 
3.1.3 Mitochondriales Membranpotential 
3.1.3.1 Fluoreszenz-Färbung mit MitoTracker Red 
Das Prinzip des MitoTracker Red CMXRos beruht auf der Akkumulation des 
Fluoreszenzfarbstoffes, welche abhängig von dem mitochondrialen Membranpotenzial 
ist. Durch diesen Mechanismus ist es möglich die Struktur der Mitochondrien mittels 
Fluoreszenzmikroskopischer-Analyse zu untersuchen. Für die Färbungen wurden wie in 
	 32 
Kapitel 3.1.2 beschrieben 1,5x105 Zellen auf Deckgläschen in 12-Well-Platten 
ausplattiert. Um zu vermeiden, dass der MitoTracker Red CMXRos durch Oxidasen im 
Serum verändert wird, wurde der Farbstoff in Mangelmedium verdünnt. Zu den 
Versuchszeitpunkten 6, 8, 10 und 12 Stunden wurde der Überstand abgenommen und 
500 µl pro Well der MitoTracker-Lösung in einer Konzentration von 500 nM pipettiert. Es 
folgte eine 30-minütige Inkubation bei 37 °C. Der Überstand wurde abgenommen und 
im Anschluss konnte mit der Immunofluoreszenz-Färbung von Cyt c begonnen werden. 
3.1.3.2 Immunofluoreszenz-Färbung mit Cytochrom c 
Mit Hilfe einer Immunofluoreszenz-Färbung konnte die subzelluläre Lokalisation von 
Cyt c während unterschiedlicher Versuchszeitpunkte untersucht werden. Die Zellen 
wurden bei Raumtemperatur mit 2% Paraformaldehyd für 15 Minuten fixiert. Daraufhin 
wurden die Wells dreimal für jeweils 5 Minuten mit TBS gewaschen. Anschließend  
wurden die Kardiomyozten mit 0,1% Triton-X-100 in TBS für 15 Minuten permeabilisiert. 
Die Zellen wurden für 1 Stunde in 5% BSA blockiert, welches zuvor in TBS gelöst 
wurde. Cyt c wurde in der Waschlösung (1% BSA in TBS) 1:50 verdünnt und über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde der Sekundär-Antikörper Alexa Fluor 488 
1:100 in Waschlösung verdünnt und für eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln 
inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:4.000, verdünnt in Waschlösung) für 10 
Minuten bei Raumtemperatur angefärbt und die Deckgläschen wurden dreimal für je 10 
Minuten mit Waschlösung gewaschen. Abschließend wurden die Deckgläschen mit 3 µl 
Mountingmedium auf Objektträger übertragen. 
 
3.1.4 Western Blot  
3.1.4.1 Gewinnung und Aufreinigung mitochondrialer und zytosolischer Proteine  
Für den Versuch wurden 1,5x106 Zellen in 60 cm2 große Petrischalen ausplattiert. Zu 
Versuchsbeginn hatten die Kardiomyozyten eine Konfluenz von 80%. Die 
Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben behandelt. Zu den 
entsprechenden Versuchszeitpunkten wurden die Petrischalen für die Zellernte auf Eis 
gestellt. Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend in 
1 ml PBS mit Hilfe eines Zellschabers von der Petrischale gelöst und bei 850 xg für 
2 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurden die mitochondrialen und zytosolischen 
Proteine mit Hilfe des „Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells“ von Thermo 
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Scientific nach dem Protokoll des Herstellers gewonnen.  Reagenz A und C wurden am 
Anfang mit dem Protease Inhibitor Cocktail versetzt (Verhältnis 1:100).  
Um eine Kontamination der mitochondrialen Proteinfraktion mit zytosolischen Proteinen 
zu vermeiden, wurden zwei zusätzliche Waschschritte hinzugefügt (Abbildung 4). In 
Vorversuchen wurden die HL-1 Zellen zu Versuchsbeginn ausgezählt (n=4) und die 
Reagenzien anschließend laut Herstellerinformationen an die Zellzahl zu 
Versuchsbeginn (3x106 Zellen/Petrischale) angepasst.  
 
Abbildung 4. Schematische Darstellung der Mitochondrien Isolierung. Die Methode 
ermöglicht die Gewinnung einer mitochondrialen und einer zytosolischen Proteinfraktion 	
3.1.4.2 Bestimmung der zytosolischen Proteinexpression 
Die Proben der zytosolischen Proteinfraktion wurden schonend bei 4 °C aufgetaut. 
Anschließend wurden sie bei mittlerer Geschwindigkeit für 5 Sekunden homogenisiert. 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mittels BCA Protein Assay 
durchgeführt. Hierfür wurde die zytosolische Proteinfraktion 1:10 mit Aqua bidest. 
verdünnt. Jeweils 20 µl der Verdünnung wurde für eine Zweifachbestimmung auf eine 
96-Multiwell-Platte pipettiert. Bei jeder BCA Bestimmung wurde eine Albumin-
Standardreihe mitgeführt. Die BCA-Reagenz wurde nach Herstellerinformation 
angesetzt (Reagenz 1 und 2 in einem Verhältnis 50+1) und auf jedes Well wurden 
200 µl der Reagenz pipettiert. Anschließend wurde die 96-Well Platte für 30 Minuten bei 
37 °C inkubiert. Zuletzt wurden die Extinktionen der Proben bei 570 nm mit Hilfe eines 
Plattenphotometers bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Albumin-
Standardreihe berechnet.  
120 µl der Reagenz A  
Auf das Zellpellet (3x106 Zellen) 
2 Minuten Inkubation  
auf Eis  
1,5 µl der Reagenz B  
5 Minuten inkubieren,  
jede Minute vortexen  




10 Minuten bei 700 xg, 4 °C   
Zentrifugation des Überstandes 
15 Minuten bei 3.000 xg, 4 °C 
Überstand: 
zytosolische Fraktion 
Bei -20 °C einfrieren 
Pellet: 
mitochondriale Fraktion 
2x mit 1 ml PBS waschen 
Danach jeweils 15 Minuten 




Überstand  verwerfen  
Mit 75 µl Reagenz C waschen 
Zentrifugation 
5 Minuten bei 12.000 xg, 4 °C   
Mitochondriales Pellet 
Bei -20 °C einfrieren 
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3.1.4.3 Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS Page) verwendet. Für eine erfolgreiche 
Gelelektrophorese müssen die Proteine denaturiert und von ihrer dreidimensionalen 
Faltung in eine lineare Form überführt werden. Aus diesem Grund wurden die Proben 
bei 95 °C gekocht und die Disulfidbrücken der Tertiärstruktur durch Dithiothreitol (DTT) 
gespalten. Zusätzlich überführte Natriumdodecylsulfat (SDS) als anionische Detergenz 
die Proteine in ihre lineare Form. 
 
Die Proben der zytosolischen Proteinfraktion wurden auf 10 µg angepasst und mit 
Probenpuffer (Pierce Lane Marker Reducing Sample Buffer, 5x) versetzt, der DTT 
enthielt. Das mitochondriale Pellet aus der Proteingewinnung wurde direkt mit je 60 µl 
Probenpuffer angesetzt. Anschließend wurden die Proben für 5 Minuten bei 95 °C 
gekocht und bei 12.000 xg zentrifugiert. Zur Auftrennung der Proteine wurden 15% 
Acrylamid-Gele genutzt.  
 
Tabelle 4. Zusammensetzung der 15% Gele für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 
Gel Aqua bidest. Acrylamid Puffer 10% SDS 10% APS TEMED 
Trenngel 4,8 ml 6 ml 3,8 ml  
1,5 M TRIS/HCL 
pH 8,8 
150 µl 75 µl 30 µl 
Sammelgel 4,5 ml 810 µl 1,9 ml 
0,5 M TRIS/HCL 
pH 6,8 
75 µl 57 µl 19 µl 
 
Für die Analyse der zytosolischen Proteinfraktion wurden zwischen 40 und 55 µl 
Proteinkonzentrat geladen. Von der mitochondrialen Proteinfraktion wurden jeweils 
50 µl Proteinkonzentrat pro Probe geladen. Auf jedes Gel wurden zusätzlich 5 µl der 
PageRuler Prestained Protein Ladder als molekularer Marker aufgetragen. Die 
Gelelektrophorese fand zunächst bei 60 V für circa 15-20 Minuten statt bis sich die 
Proben im Trenngel gesammelt hatten. Anschließend erfolgte die Auftrennung der 
Proteine bei 80-100 V für 2 bis 3 Stunden. 
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3.1.4.4 Western-Blotting 
Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mit der Tank-Blot-Methode auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die PVDF-Membran wurde zuerst für mindestens 10 Minuten in 
100% Methanol aktiviert. Das verwendete Filterpapier sowie die 
Schaumstoffschwämme wurden zuvor in Blotting-Puffer (siehe Tabelle 5) gelegt. Das 
Gel wurde zwischen der Membran, zwei Filterpapieren, zwei Schaumstoffschwämmen 
und Kunststoffgittern gespannt und anschließend bei 30 V und 4 °C über Nacht 
geblottet. Um die Proteinbanden anzufärben und anschließend eine Kopie der 
Membran zu machen, wurde die Membran am nächsten Tag für 15 Minuten in 
Ponceau S gefärbt. Die Membranen wurden üblicherweise zwischen 35 und 40 kDa 
geschnitten.  
 
Tabelle 5. Zusammensetzung des Elektrophorese- und Blotting-Puffers. 
Elektrophorese-Puffer  Blotting-Puffer  
25 mM TRIS 
250 mM Glycin 
0,1% SDS 
192 mM Glycin 
25 mM TRIS 
20% Methanol  
 
3.1.4.5 Immundetektion der Proteine 
Zur Detektion der Proteine wurde die Membran je nach Herstellerangabe zu dem 
jeweiligen Primärantikörper in 5% BSA oder 5% Magermilch (jeweils in TBST gelöst) für 
eine Stunde geblockt. Die Primärantikörper wurden in der Blockierungslösung nach 
Herstellerinformationen verdünnt und über Nacht auf einem Schüttler bei 4 °C inkubiert. 
Als nächstes wurde die Membran viermal für je 5 Minuten in TBST gewaschen und 
danach für 1 Stunde mit dem jeweiligen Sekundärantikörper inkubiert. Es folgten vier 
weitere Waschschritte mit TBST für je 10 Minuten. Die Detektion der Proteinbanden 
fand mit dem Chemidoc System statt. Hierfür wurde die Membran nach Abschluss der 
Waschschritte für 5 Minuten mit Super Signal Dura behandelt. Die Reagenzien 
enthalten Peroxid und Luminol. Durch das Enzym Meerrettichperoxidase, das an dem 
Sekundärantikörper gebunden ist, wird das Luminol oxidiert und es entsteht ein 
luminiszierendes Signal, das mit dem Chemidoc System detektiert und quantifiziert 
werden kann.  
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Es wurde jeweils ein Lichtbild der Membran gemacht, um später die Banden der 
molekularen Masse zuordnen zu können. Die densitometrische Analyse der Banden 
erfolgte mit dem Programm Quantity OneTM, BioRad. Die hier errechnete Intensität des 
Luminiszenz-Signals ist proportional zu der Proteinexpression, die durch die 
Antikörperbindung sichtbar gemacht wird. Anschließend wurde die Intensität der 
Banden mittels ImageLab, Version 4.1, BioRad ausgewertet. Die Werte wurden in eine 
Excel-Tabelle überführt und gegen die Kontrollgruppe normalisiert. Die Antikörper Cyt c, 
AIF, Bcl-2, Bax und Hsp70 wurden dabei sowohl auf der Membran der zytosolischen 
Proteinfraktion als auch auf der Membran der mitochondrialen Proteinfraktion inkubiert. 
Dadurch konnten ein Vergleich der Proteinexpressionen gezogen werden. 
 
Als zytosolische Ladekontrolle wurde das Protein  β-Aktin verwendet, während COX IV 
als mitochondriale Ladekontrolle diente. Eine ungleiche Beladung der Gele konnte 
somit rechnerisch ausgeglichen werden. Dies war vor allem bei der mitochondrialen 
Proteinfraktion wichtig, da keine Proteinbestimmung durchgeführt werden konnte.  
 
Tabelle 6. Anwendung der Antikörper. 
Antikörper Verdünnung Blockierung  sekundärer Antikörper  
AIF  1:1.000 in 5% BSA 




β-Aktin  1:15.000 in TBST 




Bax  1:1.000 in 5% BSA 




Bcl-2  1:1.000 in 5% BSA 









COX IV  1:1.000 in 5% BSA 




Hsp70  1:1.000 in 5% BSA 




LC3-II 1:1.000 in 5% BSA 





Um mehrere Proteine auf einer Membran zu detektieren, wurde die Membran gestrippt, 
das heißt die Primär- und Sekundärantikörper wurden mit Hilfe des Stripping-Buffers 
von der Membran gelöst. Hierfür wurde die Membran für dreimal 10 Minuten mit jeweils 
3 ml Stripping-Puffer behandelt und anschließend dreimal für 10 Minuten mit TBST 
gewaschen (siehe Tabelle 7). Im nächsten Schritt konnte eine erneute Blockierung der 
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Membranen stattfinden und es erfolgte die Inkubation eines weiteren Primärantikörpers 
über Nacht. Dabei wurde eine Membran maximal viermal gestrippt. 
 
Tabelle 7. Zusammensetzung des Waschpuffers TBST und des Stripping-Puffers. 
1x TBST Stripping-Puffer 
20 mM TRIS  
140 mM NaCl 
0,05% Tween20 
 
Guanidin Hydrochlorid 6 M 
Triton X-100 0,3% 
TRIS/HCL 20 mM pH 7,5  
β-Mercaptoethanol 0,1 M 
 
3.2 Teil 2: Versuche mit primären Kardiomyozyten 
3.2.1 Isolierung und Kultivierung primärer Kardiomyozyten 
Die primären Kardiomyozyten wurden mithilfe des Pierce Primary Cardiomyocyte 
Isolation Kit gewonnen und kultiviert. Für die Isolation der Kardiomyozyten wurden 
einen Tag alte Mäuse des Stamms C57/BL6 N verwendet. Dabei wurde vor 
Versuchsbeginn eine Anzeige für die Tötung von Tieren zur Entnahme von Organen 
und Geweben beim Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin unter der 
Projektnummer T 0044/08 beantragt, die am 03.03.2008 genehmigt wurde. Die Tiere 
wurden aus der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin der Charité-
Universitätsmedizin Berlin bezogen. Nach Entnahme der Herzen wurde die Isolation 
wie im Kit beschrieben durchgeführt. Zunächst wurden die Herzen in HBSS vorsichtig in 
1–3 mm3 große Stücke geschnitten. Anschließend wurden die Kardiomyozyten mithilfe 
der Enzyme Papain und Thermolysin aus dem Verbund gelöst (30-35 Minuten 
Inkubation bei 37 °C). Anschließend wurde sie in Wachstumsmedium resuspendiert, 
welches aus DMEM-Medium (Pierce Primary Cardiomyocyte Isolation Kit), 10% FBS 
(Merck Millipore), 100 µM Penicillin und Streptomycin bestand. Es wurden 2,4x106 
Zellen auf 9,2 cm2 große Petrischalen ausplattiert und für 7 Tage kultiviert. Um den 
Anteil der Fibroblasten zu verringern und eine möglichst reine primäre 
Kardiomyozytenkultur zu erreichen, wurde dem Wachstumsmedium 24 Stunden nach 
Isolierung ein Kardiomyozyten spezifischer Wachstumszusatz nach 
Herstellerinformationen beigefügt. Ein Mediumwechsel fand alle 2 bis 3 Tage statt. 
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3.2.2 Durchführung der Ischämie/Reperfusions-Versuche 
3.2.2.1 Versuchsdurchführung mit primären Kardiomyozyten 
Die primären Kardiomyozyten wurden ebenfalls einer wie in Kapitel 3.1.2.1 
beschriebenen simulierten I/R ausgesetzt. Vor Beginn der simulierten Ischämie wurden 
die Zellen mit Mangelmedium gewaschen. Die Kontrollgruppe wurde mit Vollmedium 
behandelt und bei 37 °C und 21% Sauerstoff inkubiert (siehe Tabelle 8). 
 
Tabelle 8. Zusammensetzung der Versuchsmedien für primäre Kardiomyozyten. 
Medien Inhaltsstoffe 
Mangelmedium 
zuvor bei 0,2% Sauerstoff äquilibriert 
• DMEM ohne Glukose 
• Penicillin (100 µM) 
• Streptomycin (100 µM) 
Vollmedium • DMEM mit Glukose 
(Pierce Primary Cardiomyocyte Isolation Kit) 
• FBS (10%, Merck Millipore) 
• Penicillin (100 µM) 
• Streptomycin (100 µM) 
 
3.2.3 Bestimmung der Zellviabilität 
3.2.3.1 Zytotoxizitätsbestimmung mittels LDH-Assay	
Die Bestimmung der Zytotoxizität erfolgte durch ein Zytotoxizitäts-Kit. Das Kit bestimmt 
mittels kolorimetrischer Messung die Aktivität der Laktat Dehydrogenase (LDH). LDH ist 
ein zytosolisches Protein, welches in jeder Zelle vorhanden ist. Sobald die Zellmembran 
beschädigt ist, wird es vermehrt in den extrazellulären Raum freigegeben. Das Prinzip 
des Assays beruht auf der LDH-abhängigen Reduktion des gelben Tetrazolium Salz zu 
dem roten Formazan Salz, welches photometrisch gemessen werden kann. Das 
Formazan wird direkt proportional zu der LDH-Konzentration im Überstand gebildet. Für 
die Bestimmung des LDH-Gehaltes wurde der Zellüberstand abgenommen und für 5 
Minuten bei 12.000 xg zentrifugiert. Von jeder Probe wurde eine Dreifachbestimmung 
durchgeführt, bei der jeweils 100 µl in eine 96-Multiwell Platte pipettiert wurden. Die 
Reaktionslösung setzte sich aus dem Tetrazolium Salz und Natrium-Laktat sowie dem 
Katalysator Diaphorase/NAD+ in einem Verhältnis 1:46 zusammen. Es wurden jeweils 
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100 µl der Reaktionslösung auf die Überstande gegeben und anschließend für 20 
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend fand die 
photometrische Messung der Proben mittels Plattenphotometer bei einer Wellenlänge 
von 492 nm statt. Zusätzlich wurde durch das Einfrieren der Zellen bei -80°C für 
15 Minuten eine maximale LDH-Konzentration bestimmt. Als Kontrolle dienten 
unbehandelte Zellen, die weder Ischämie noch Hypothermie erfahren hatten und für 6 
Stunden mit Vollmedium behandelt worden waren. Die optische Dichte der 
verschiedenen Medien wurde ebenfalls bestimmt. Abschließend wurde die Zytotoxizität 
nach Herstellerinformation berechnet: 
 
Zytotoxizität (%) = 
Messwert Zeitpunkt x  -  Kontrolle Zeitpunkt x 
     x 100 
Maximal LDH  -  Kontrolle Zeitpunkt x 
3.2.3.2 Bestimmung der Troponin-T-Konzentration als Zelltodmarker 
Kardiales Troponin T (cTnT) ist ein spezifischer Biomarker für myokardiale Schädigung. 
Da cTnT in der gesunden Herzmuskelzelle ein Bestandteil des kontraktilen Apparates 
ist, deutet eine Freisetzung von Troponin T auf einen Zelluntergang hin. Daher wurde 
für die Beurteilung der Zellviabilität cTnT in Zellüberständen analysiert.  Die quantitative 
Bestimmung des freigesetzten cTnT erfolgte im Labor Berlin mittels 
Elektrochemilumineszenz-Immunoassays (Charité Vivantes GmbH).  
 
3.3 Statistische Analyse 
Die Daten wurden mittels GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 
USA) graphisch dargestellt und statistisch analysiert. Die statistische Analyse wurde nur 
bei Experimenten durchgeführt, die mindestens viermal mit unterschiedlichen 
Zellpassagen unabhängig voneinander wiederholt wurden. Gruppenanalysen wurden 
mittels One-Way ANOVA mit dem Newman-Keuls als post-hoc-Test ausgewertet. Die 
statistische Auswertung zweier nicht gepaarter Stichproben zu den jeweiligen 
Versuchszeitpunkten erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test, da nicht von einer 
Normalverteilung der Proben auszugehen war. Alle Ergebnisse wurden als 
Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch 
signifikant gewertet und mit * markiert.
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4 Ergebnisse 	
4.1 Teil 1: Hypothermie und HL-1 Kardiomyozyten 
Die folgenden Ergebnisse konzentrieren sich auf die molekularen Mechanismen der 
Kardioprotektion durch früh induzierte Hypothermie (intra-OGD therapeutische 
Hypothermie, IOTH) mit einem Fokus auf die Induktion der mitochondrialen Apoptose.  
4.1.1 Einfluss auf mitochondriale Membranintegrität  
Die Integrität der mitochondrialen Membran wurde sowohl mittels Western Blot- als 
auch mittels Fluoreszensmikroskopischen-Analysen ausgewertet. Hierfür wurde die 
Proteinexpression von Cyt c und AIF bestimmt. Um die intrazelluläre Translokation 
dieser beiden mitochondrialen Proteine zu erfassen, wurden sowohl mitochondriale als 
auch zytosolische Proteinfraktionen ausgewertet. Die subzelluläre Lokalisation von 
Cyt c wurde zusätzlich mittels Immunofluoreszenz-Färbung visualisiert und als Kontrolle 
wurden die Mitochondrien mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red markiert.  
4.1.1.1 Cytochrom c Proteinexpression 
Cyt c ist ein mitochondriales Protein, welches wie in Kapitel 1.3.3 beschrieben den 
Caspase-abhängigen intrinsischen Zelltod induziert. Die zytosolische Proteinexpression 
wurde densitometrisch ausgewertet und gegen β-Aktin normalisiert. Die Daten werden 
jeweils als relative Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) 
zu dem jeweiligen Versuchszeitpunkt angegeben (Abbildung 5). In der hypothermen 
Versuchsgruppe liegt eine signifikant geringere Cyt c Freisetzung vor, die schon in der 
frühen Reperfusionsphase (7, 8 und 10 Stunden), aber auch zu späten 
Reperfusionszeitpunkten (27 Stunden) auffällt (Abbildung 5A). Die zytosolische 
Expression von Cyt c liegt nach 7 Stunden in der normothermen Versuchsgruppe bei 
1,00±0,48, während die Proteinexpression der hypothermen Gruppe mit 0,35±0,13 
signifikant reduziert ist (p=0,0286). Diese signifikante Reduktion des zytosolischen Cyt c 
bleibt auch zu dem Versuchszeitpunkt 8 Stunden erhalten (1,09±0,16 vs. 0,41±0,3, 
p=0,029). Zu den Zeitpunkten 9 und 12 Stunden zeichnet sich ein Trend einer 
geringeren Cyt c Freisetzung in der hypothermen Versuchsgruppe ab, der jedoch nicht 
statistisch signifikant ist. 10 Stunden nach Versuchsbeginn weist die hypotherme 
Versuchsgruppe einen signifikant geringeren zytosolischen Proteingehalt auf als die 
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normotherme Gruppe (1,15±0,55 vs. 0,26±0,15, p=0,0286). Auch nach insgesamt 21 
Stunden Reperfusion (Versuchszeitpunkt 27 Stunden) ist die Freisetzung von Cyt c der 
hypothermen Gruppe signifikant verringert. In der normothermen Versuchsgruppe liegt 
die zytosolische Cyt c Proteinexpression bei 2,38±3,82, während die gekühlten Zellen 
mit 0,04±0,04 signifikant weniger Cyt c aufweisen (p = 0,0286).  
 
Um die Dynamik der mitochondrialen Freisetzung zu analysieren, wurde die 
mitochondriale Expression von Cyt c ebenfalls ausgewertet und dabei gegen die 
mitochondriale Ladekontrolle COX IV normalisiert (Abbildung 5B). Die statistische 
Analyse der Daten lieferte keine signifikanten Ergebnisse. Allerdings ist erkennbar, 
dass im Mitochondrium der normothermen Versuchsgruppe 7, 9 und 10 Stunden nach 
Versuchsbeginn weniger Cyt c vorliegt als in der gekühlten Gruppe.   
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Abbildung 5.	 Effekte der IOTH auf die zytosolische und mitochondriale Cytochrom c 
Expression. Western Blot-Analyse der Cytochrom c Proteinexpression. (A) Zytosolische 
Proteinexpression, normalisiert gegen β-Aktin. (B) mitochondriale Proteinexpression, 
normalisiert gegen COX IV. (C) Zeigt repräsentative Banden (z=zytosolisch, m=mitochondrial, 
N=Normoxie, OGD=oxygen-glucose deprivation, R=Reperfusion). Die Daten werden als 
Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich zu der 
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4.1.1.2 AIF Proteinexpression 
AIF ist ein mitochondriales Intermembranprotein, welches wie in Kapitel 1.3.3 
beschrieben den Caspase-unabhängigen Zelltod induziert. Die zytosolische AIF 
Expression wurde gegen β-Aktin normalisiert. Die Proteinexpression wird als relative 
Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) angegeben 
(Abbildung 6A). Zu den Versuchszeitpunkten 7, 8 und 9 Stunden ist ein nicht 
signifikanter Trend erkennbar, dass die zytosolische AIF Expression in der gekühlten 
Gruppe vermindert ist. 10 Stunden nach Versuchsbeginn ist die zytosolische 
Proteinexpression der gekühlten Zellen mit 0,29±0,25 gegenüber 1,76±0,47 der 
normothermen Versuchsgruppe signifikant vermindert (p=0,0286). Diese signifikante 
Reduktion der AIF-Freisetzung bleibt in der hypothermen Versuchsgruppe auch nach 
12 und 27 Stunden erhalten (1,11±0,36 vs. 0,22±0,2 und 0,8±0,28 vs. 0,2±0,16; 
p = 0,0286).  
 
Die statistische Auswertung der mitochondrialen Proteinexpression ergab keine 
signifikanten Ergebnisse. Es liegt jedoch ein Trend vor, dass der mitochondriale 
Proteingehalt in der hypothermen Versuchsgruppe höher ist als in der normothermen 
Gruppe (Abbildung 6B). 
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Abbildung 6. Effekte der IOTH auf die zytosolische und mitochondriale AIF Expression. 
Western Blot-Analyse der AIF Proteinexpression. (A) Zytosolische Proteinexpression, 
normalisiert gegen β-Aktin. (B) Mitochondriale Proteinexpression, normalisiert gegen COX IV. 
(C) Zeigt repräsentative Banden (z=zytosolisch, m=mitochondrial, N=Normoxie, OGD=oxygen-
glucose deprivation, R=Reperfusion). Die Daten werden als Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt 
und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe Normoxie 37 °C=1 zum 
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4.1.1.3 Cytochrom c und MitoTracker Red Fluoreszenz-Färbung 
 
Zusätzlich zu den Western-Blot Analysen wurde die Cyt c Freisetzung mittels 
Immunofluoreszenz-Färbung visualisiert (Abbildung 7 und 8). In der Kontrollgruppe 
(Normoxie 37 °C) folgt die intrazelluläre Verteilung des Cyt c einem strukturierten 
Verteilungsmuster. Die Anordnung erscheint punktuell und entspricht der Anordnung 
der Mitochondrien in den Kardiomyozyten. Diese deckungsgleiche Verteilung von Cyt c 
und Mitochondrien wird durch die Markierung der Mitochondrien mittels 
MitoTracker Red sichtbar (Abbildung 7 und 8). Allerdings geht die strukturierte 
Verteilung des Cyt c zu den Versuchszeitpunkten 8 und 10 Stunden in der 
normothermen Versuchsgruppe verloren (Abbildung 8). Auch der Farbstoff 
MitoTracker Red ist im Vergleich zur Kontrollgruppe zu dem Versuchszeitpunkt 10 
Stunden diffus verteilt und erscheint ausgelöscht. Die hypotherme Versuchsgruppe 
weist zu allen Versuchszeitpunkten eine sehr klar erkennbare Färbung der 
Mitochondrien mittels MitoTracker Red auf, die sich mit den Verteilungsmustern von 








Abbildung 7. Effekte der IOTH auf die mitochondriale Membranintegrität 1. Fluoreszenz-
Analysen mit DAPI, MitoTracker Red und Cyt c nach 6 Stunden OGD. Kontrollgruppe 































Abbildung 8. Effekte der IOTH auf die mitochondriale Membranintegrität 2. Fluoreszenz-
Analysen mit DAPI, MitoTracker Red und Cyt c. Überblick über die Versuchszeitpunkte 8, 10 
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4.1.2 Einfluss auf die Bcl-2 und Bax Proteinexpression 
4.1.2.1 Bax Proteinexpression 
Das pro-apoptotische Bax liegt im Zytosol vor und trägt zu der Permeabilisierung der 
äußeren mitochondrialen Membran bei (siehe Kapitel 1.3.3). Es wurde sowohl die 
zytosolische als auch die mitochondriale Proteinexpression bestimmt und gegen die 
entsprechenden Ladekontrollen normalisiert (Abbildung 9A und B). Die Daten stellen 
die relative Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) zu dem 
jeweiligen Versuchszeitpunkt dar. Die zytosolische Bax Expression lässt keine 
signifikanten Unterschiede zwischen der hypothermen und der normothermen 
Versuchsgruppe erkennen (Abbildung 9A). Es ist jedoch ein Trend erkennbar, dass Bax 
nach 6 Stunden OGD in der gekühlten Gruppe vermehrt vorliegt.  
 
In der mitochondrialen Proteinfraktion sind hingegen signifikante Regulationen von Bax 
durch TH erkennbar (Abbildung 9B). Nach 6 Stunden OGD liegt die Expression von Bax 
in der normotherme Gruppe bei 1,61±0,20, während sie in der hypothermen Gruppe bei 
2,55±0,45 liegt (p=0,0286). Auch nach 7 Stunden bleibt diese signifikante Regulation in 
der hypothermen Versuchsgruppe erhalten (1,24±0,16 vs. 2,46±0,78; p=0,0286). Zu 
den Versuchszeitpunkten 8, 10 und 27 Stunden liegen keine signifikanten Unterschiede 
in Bezug auf den mitochondrialen Proteingehalt von Bax vor. Allerdings ist die 
Expression von Bax in der hypothermen Gruppe im Vergleich zu der normothermen 
Versuchsgruppe nach 9 und 12 Stunden signifikant erhöht (1,16±0,17 vs. 2,95±1,62 




Abbildung 9. Effekte der IOTH auf die Expression des pro-apoptotischen Bax. Western 
Blot-Analyse der (A) zytosolischen Bax Proteinexpression normalisiert gegen β-Aktin und (B) 
der mitochondrialen Bax Proteinexpression normalisiert gegen COX IV. (C) Zeigt repräsentative 
Banden (z=zytosolisch, m=mitochondrial, N=Normoxie, OGD=oxygen-glucose deprivation, 
R=Reperfusion). Die Daten werden als Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt und zeigen die x-
fache Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe Normoxie 37 °C=1 zum jeweiligen 
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4.1.2.2 Bcl-2 Proteinexpression 
Bcl-2 ist im Mitochondrium an die äußere mitochondriale Membran gebunden und 
stabilisiert die Membranintegrität, indem Bcl-2 die pro-apoptotische Wirkung von Bax 
antagonisiert (siehe Kapitel 1.3.3). Die mitochondriale Proteinfraktion wurde gegen 
COX IV normalisiert. Die Daten geben die relative Veränderung im Vergleich zu der 
Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) zu dem jeweiligen Versuchszeitpunkt an. Die gekühlte 
Versuchsgruppe zeigt eine signifikant höhere Expression als die normotherme 
Versuchsgruppe (Abbildung 10A). Nach 6 Stunden OGD liegt der Proteingehalt von Bcl-
2 in der normothermen Versuchsgruppe bei 1,26±0,32, während er in der hypothermen 
Versuchsgruppe um das 2,56±0,51-fache erhöht ist (p=0,0286). Auch während der 
Reperfusion ist die Expression von Bcl-2 in gekühlten Zellen erhöht. So liegt sie zu dem 
Versuchszeitpunkt 9 Stunden in der normothermen Gruppe bei 1,11±0,35 und in der 
hypothermen bei 4,975±4,688 (p=0,0286). Auch 12 und 27 Stunden nach 
Versuchsbeginn ist die Bcl-2 Expression in der hypothermen Versuchsgruppe im 
Vergleich zu den ungekühlten Zellen signifikant reguliert (1,33±0,53 vs. 4,31±2,61 und 
1,11±0,14 vs. 2,04±0,46; p=0,0286). 
 
Um die Inhibition der Apoptose durch Bcl-2 zu bestimmen, wurde das anti-apoptotische 
Verhältnis von Bcl-2 und Bax bestimmt (Abbildung 10B). Im Vergleich zu der nicht 
gekühlten Versuchsgruppe zeigt sich nach 8 Stunden ein signifikant höheres Bcl-2/Bax-
Verhältnis in der hypothermen Gruppe (1,12±0,21 vs. 8,3±10,75; p=0,0286). Auch nach 
insgesamt 21 Stunden Reperfusion (27 Stunden nach Versuchsbeginn) ist das Bcl-
2/Bax-Verhältnis in der hypothermen Gruppe mit 1,31±0,27 im Vergleich zu der 











Abbildung 10. Effekte der IOTH auf die Expression des anti-apoptotischen Bcl-2.	Western 
Blot-Analyse der (A) mitochondrialen Bcl-2 Expression, normalisiert gegen COX IV und (B) dem 
mitochondrialen Bcl-2/Bax-Verhältnis. (C) Zeigt repräsentative Banden (z=zytosolisch, 
m=mitochondrial, N=Normoxie, OGD=oxygen-glucose deprivation, R=Reperfusion). Die Daten 
werden als Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich 
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4.1.3 Einfluss auf die Hsp70 Proteinexpression 
Hsp70 blockiert nicht nur den Caspase-abhängigen, sondern auch den Caspase-
unabhängigen Zelltod und weist somit multimodale Eigenschaften auf, die das 
Zellüberleben regulieren (siehe Kapitel 1.3.3). Die zytosolische Proteinexpression 
wurde gegen β-Aktin normalisiert und ist als relative Veränderungen in Bezug auf die 
Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) angegeben. Die Expression des zytosolischen Hsp70 
ist in der gekühlten Versuchsgruppe nach 6 Stunden OGD signifikant erhöht (Abbildung 
11A). Dabei liegt die zytosolische Expression von Hsp70 in der normothermen 
Versuchsgruppe bei 3,72±2,97, während gekühlte Zellen eine Proteinexpression von 
20,69±12,35 aufweisen (p=0,0013). Während der Reperfusion liegen keine signifikanten 
Regulationen des zytosolischen Hsp70 vor.  
 
Des Weiteren zeigt die Analyse der mitochondrialen Proteinfraktion, dass auch das 
mitochondriale Hsp70 in den gekühlten Zellen nach 6 Stunden OGD signifikant erhöht 
ist. Dabei weisen die normothermen Kardiomyozyten eine Expression von 2,52±2,17 
auf, während das mitochondriale Hsp70 in der hypothermen Versuchsgruppe auf das 
12,46±7,73-fache erhöht ist (p=0,0001). Zu den anderen Versuchszeitpunkten liegen 




Abbildung 11.	 Effekte der IOTH auf die Expression von Hsp70. Western Blot-Analyse der 
(A) zytosolischen Hsp70 Expression, normalisiert gegen β-Aktin, und der (B) mitochondrialen 
Hsp70 Expression, normalisiert gegen COX IV. (C) Zeigt repräsentative Banden (z=zytosolisch, 
m=mitochondrial, N=Normoxie, OGD=oxygen-glucose deprivation, R=Reperfusion). Die Daten 
werden als Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich 
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4.1.4 Einfluss auf Autophagie-Aktivität 
LC3-II ist an der Formierung der Phagophore beteiligt, die den initialen Schritt in der 
Autophagie-Kaskade darstellt (siehe Abbildung 2). Daher ist die Bestimmung der LC3-II 
Expression ein etablierter Marker für die Autophagie-Aktivität einer Zelle [111]. Da die 
Autophagie dysfunktionaler Mitochondrien durch die Bindung von LC3-II an der 
mitochondrialen Membran initiiert wird, wurde die LC3-II Expression in der 
mitochondrialen Proteinfraktion densitometrisch ausgewertet und gegen die 
mitochondriale Ladekontrolle COX IV normalisiert [112]. Die Daten geben die relative 
Veränderung in Bezug auf die Kontrollgruppe (Normoxie 37 °C) zum jeweiligen 
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Abbildung 12. Effekte der IOTH auf die Expression von LC3-II. (A) Western Blot Analyse der 
mitochondrialen LC3-II Proteinexpression, normalisiert gegen COX IV. (B) Zeigt repräsentative 
Banden (N=Normoxie, OGD=oxygen-glucose deprivation, R=Reperfusion). Die Daten werden 
als Mittelwert±SD aus n=4 dargestellt und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich zu der 
Kontrollgruppe Normoxie 37 °C=1 zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. *P < 0,05. 
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Die Hypothermie reguliert die mitochondriale LC3-II Expression in der frühen 
Reperfusionsphase signifikant. Bereits eine Stunde nach Reperfusion 
(Versuchszeitpunkt 7 h) ist LC3-II in der hypothermen Gruppe mit 3,17±1,53 gegenüber 
der normothermen Versuchsgruppe mit 1,22±0,25 signifikant reguliert (p=0,0286). 
Diese signifikant erhöhte LC3-II Expression der gekühlten Zellen bleibt auch 8 Stunden 
nach Versuchsbeginn (1,10±0,45 vs. 4,53±2,63) und 9 Stunden nach Versuchsbeginn 
(1,29±0,44 vs. 6,64±6,96) erhalten (p=0,0286). Zu späteren Zeitpunkten liegt jedoch 
keine signifikante Regulation vor (Abbildung 12). 		
4.2 Teil 2: Hypothermie und primäre Kardiomyozyten  
Die primären Kardiomyozyten wurden aus Mäuseherzen isoliert und sind nicht 
passagierbar. Der 7-tägige Kultivierungsprozess wurde zuvor in der Arbeitsgruppe 
etabliert. Nach Zugabe eines Kardiomyozyten spezifischen Wachstumszusatzes lag 
eine reine Kardiomyozyten-Kultur vor. Allerdings konnte ein Fibroblasten-Anteil von 
circa 10% durch den Isolationsprozess nicht ausgeschlossen werden (Daten werden 
nicht gezeigt). Da primäre Zellen ein physiologisches Modell für die Analyse 
Kardiomyozyten-spezifischer Signalkaskaden darstellen, wurde das an HL-1 Zellen 
etablierte Schädigungsmodell auf primäre Kardiomyozyten übertragen und der Einfluss 
der Hypothermie an primären Zellen untersucht. 		
4.2.1 Etablierung eines Zeit-Temperatur-Protokolls für primäre 
Kardiomyozyten 
Die primären Kardiomyozyten wurden zunächst für 6 Stunden der durch OGD 
simulierten Ischämie ausgesetzt. Dabei wurde die hypotherme Versuchsgruppe 3 
Stunden nach Beginn der OGD-Phase auf 33,5 °C gekühlt (Abbildung 13A). In diesen 
Vorversuchen konnte trotz adäquater Schädigung kein protektiver Effekt der 
Hypothermie gesehen werden (Daten werden nicht gezeigt). Die Etablierung des 
Kühlungsprotokolls an HL-1 Zellen zeigte, dass der Zeitpunkt der Kühlung entscheidend 
ist und eine frühe intra-ischämische Kühlung den Zelluntergang nach OGD/R 
vermindert. [77]. Aus diesem Grund wurde das Zeit-Temperatur-Protokoll geändert, 
indem die Kühlung der hypothermen Versuchsgruppe bereits nach einer Stunde OGD 






















4.2.2 Einfluss der Hypothermie auf die Zellvitalität  
4.2.2.1 Einfluss auf die Zytotoxizität  
Zur Bestimmung des Zelluntergangs durch OGD/Reperfusion wurde die LDH-
Freisetzung im Zellüberstand ausgewertet. Im nächsten Schritt wurden mit Hilfe der 
Maximalschädigung die Zytotoxizitäten berechnet (siehe Kapitel 3.2.3). In der 
normothermen Versuchsgruppe weisen die Zellen nach der sechsstündigen OGD-
Phase eine Zytotoxizität von 57,38±14,63% auf (Abbildung 14A). Die Zytotoxizität in der 
gekühlten Versuchsgruppe ist jedoch signifikant auf 35,26±10,71% reduziert 
(p=0,0286).  
Abbildung 13.	Etablierung eines Zeit-Temperatur-Protokolls für primäre Kardiomyozyten. 
In Vorversuchen (A) wurde nach 3 Stunden auf 33,5 °C gekühlt. (B) Zeigt das Zeit-Temperatur-
Protokoll, das für die gezeigten Ergebnisse verwendet wurde. Die hypotherme Versuchsgruppe 
wurde bereits nach 1 Stunde OGD auf 33,5 °C gekühlt.	
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4.2.2.2 Einfluss auf die Troponin T-Freisetzung  	
Zusätzlich wurde der Kardiomyozyten-spezifische Schädigungsmarker Troponin T in den 
Zellüberständen bestimmt. Dabei zeigen die Daten die relative Veränderung im Vergleich 
zu der Kontrollgruppe (Normoxie 31 °C). Die cTnT-Freisetzung der normothermen 
Versuchsgruppe liegt nach 6 Stunden OGD bei 0,773±0,893 ng/l (Abbildung 14B). Die 
hypotherme Gruppe weist jedoch eine signifikant verminderte cTnT-Freisetzung mit 































































Abbildung 14. Effekte der IOTH auf die Zellviabilität primärer Kardiomyozyten. 
(A) Zytotoxizität; n=4 und (B) cTnT-Freisetzung; n=3. Die Daten werden als Mittelwert±SD 
dargestellt und zeigen die x-fache Veränderung im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Normoxie 





Tierstudien konnten zeigen, dass intra-ischämische therapeutische Hypothermie (TH) die 
kardiale Leistung verbessert und das Infarktareal reduziert. Aufgrund der kontroversen 
klinischen Studienlage ist die TH jedoch keine etablierte kardioprotektive Therapie bei 
myokardialer Ischämie/Reperfusion (siehe Kapitel 1.2.2). In dem Bereich der 
Neuroprotektion hingegen ist die TH eine anerkannte und bei Erwachsenen nach 
Herzkreislaufstillstand und Kindern mit perinataler Asphyxie sogar eine leitliniengerechte 
Therapie [43, 44]. Um eine effektive Translation der TH als kardioprotektive Therapie zu 
ermöglichen, müssen die Effekte der Hypothermie auf zellulärer Ebene untersucht und 
verstanden werden. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss 
der Hypothermie auf die mitochondriale Integrität und die intrinsische Apoptose an einer 
Kardiomyozyten Zelllinie untersucht. Hierfür wurden HL-1 Zellen verwendet, die 
morphologisch, biochemisch und elektrophysiologisch differenzierten Kardiomyozyten 
gleichen und sich als Untersuchungsmodell für I/R und Apoptose bewährt haben [104, 
110, 113-115]. Die Ischämie wurde mittels Sauerstoff- und Glukoseentzug (oxygen-
glucose deprivation, OGD) simuliert. Dabei wurden die Kardiomyozyten bereits während 
dieser Phase gekühlt (intra-OGD therapeutische Hypothermie, IOTH). In dem zweiten Teil 
der Arbeit wurde das etablierte Versuchssprotokoll auf primären Kardiomyozyten 
übertragen, um den Einfluss der IOTH auf primäre Zellen zu untersuchen und mit den 
Ergebnissen der Zelllinie zu vergleichen. 
 
5.1 Teil 1: Hypothermie und HL-1 Kardiomyozyten 
5.1.1 Hypothermie und intrinsische Apoptose 
Bei myokardialer I/R spielt der apoptotische Zelluntergang eine große Rolle [116-119]. In 
dem hier beschrieben OGD/R-Schädigungsmodell konnte eine Aktivierung der Caspase 3 
in der Reperfusionsphase beobachtet werden [77]. Die Induktion der Apoptose in der 
Reperfusion wurde sowohl in vitro als auch in vivo bestätigt [120-122]. Obwohl bei HL-1 
Zellen [77, 78] und primären Zellen [70] beobachtet wurde, dass Kühlung während 
simulierter I/R den Zelluntergang der Kardiomyozyten signifikant verringert, ist der Einfluss 
der TH auf die Einleitung der intrinsischen Apoptose nicht geklärt. Bei HL-1 
Kardiomyozyten führte die IOTH zu einer signifikanten Reduktion der Caspase 3 
Aktivierung [77]. Diese Beobachtung ist eine mögliche Erklärung für den verminderten 
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Zelluntergang der Kardiomyozyten durch IOTH. Da die Aktivierung der Caspase 3 als 
Effektor-Caspase einen Endpunkt verschiedener pro-apoptotischer Wege darstellt, können 
die protektiven Mechanismen der TH nur verstanden werden, indem die vorangegangenen 
Signalkaskaden untersucht werden. Da die Freisetzung mitochondrialer Proteine unter 
anderem zu der Aktivierung der Caspase 3 führt (siehe Abbildung 1), wurde in der 
vorliegenden Arbeit die Aktivität der intrinsischen Apoptose in OGD/R-geschädigten HL-1 
Kardiomyozyten untersucht. 	
5.1.1.1 Mitochondriale Membranintegrität und Induktion intrinsischer Apoptose 
In den Western Blot- und Immunofluoreszenz-Analysen konnte gezeigt werden, dass 
OGD/R zu einer Permeabilisierung der mitochondrialen Membran und damit zu einer 
Freisetzung von Cyt c und AIF in das Zytosol führt (Abbildung 5 bis 8). Die Aktivierung der 
intrinsischen Apoptose scheint eine wichtige Rolle im Zelluntergang von I/R-geschädigten 
Kardiomyozyten zu spielen. Vanden Hoek et al. konnten in Versuchen mit primären 
Kardiomyozyten zeigen, dass eine simulierte I/R bereits 5 Minuten nach 
Reperfusionsbeginn zu einer Cyt c Freisetzung führte, während es durch simulierte 
Ischämie allein nicht zu einer Caspase-Aktivierung kam [120]. Kang et al. berichteten 
ebenfalls von einer Reperfusions-induzierten Cyt c Freisetzung. Während der simulierten 
Ischämie hingegen wurde ausschließlich nicht-apoptotischer Zelluntergang 
beobachtet [123]. Das Schädigungsmodell OGD/R führte auch in primären neonatalen 
Kardiomyozyten zu mitochondrialer Cyt c Freisetzung [124]. Neben der Caspase-
Aktivierung durch Cyt c trägt die durch AIF induzierte Apoptose ebenfalls zu dem 
Zelluntergang im I/R-geschädigten Myokard bei. Eine in vivo Studie von Kim et al. 
beobachtete beispielsweise, dass es in Abhängigkeit von der Dauer der Reperfusion zur 
mitochondrialen AIF-Freisetzung kam während die Freisetzung von Cyt c nicht beeinflusst 
wurde [125]. Die Einleitung der Caspase-unabhängigen Apoptose durch I/R wurde auch 
von Zhang et al. beschrieben [126]. 
 
Zuständig für die Permeabilisierung der mitochondrialen Membran ist wie in Kapitel 1.1.2 
beschrieben die Öffnung der mitochondrialen Pore (mPTP). IOTH führte in den HL-1 
Zellen zu einer Stabilisierung der mitochondrialen Membranintegrität (Abbildung 7 und 8). 
Eine in vitro Studie von Huang et al. konnte an H9c2 Kardiomyozyten zeigen, dass TH 
(31°C) während simulierter Ischämie die Permeabilisierung der Mitochondrien signifikant 
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reduzierte [78]. Tissier et al. untersuchten hingegen die Öffnung der mPTP in vivo und 
beobachteten, dass die Öffnung der mPTP nach myokardialer Ischämie durch Kühlung 
(32 °C) inhibiert wurde [52].  
 
In der vorliegenden Arbeit führte IOTH sowohl während der frühen als auch während der 
späten Reperfusionsphase zu einer signifikanten Reduktion der Cyt c Freisetzung in das 
Zytosol (Abbildung 5A). Zytosolisches Cyt c bildet zusammen mit Apaf-1 den Apoptosom-
Komplex und aktiviert Caspase 9, die wiederum die Effektor-Caspase 3 aktiviert (siehe 
Kapitel 1.3.3 und Abbildung 1). Der Erhalt der mitochondrialen Membranintegrität und die 
damit einhergehende verminderte mitochondriale Cyt c Freisetzung erklärt somit die 
bereits beobachtete Reduktion der Caspase 3 Aktivität in HL-1 Zellen [77]. Huang et al. 
berichten ebenfalls von einer Reduktion der Caspase 9 Aktivierung, die ebenfalls durch 
eine reduzierte Cyt c Freisetzung zu erklären ist [78].  
 
Des Weiteren wurde die Freisetzung von AIF durch IOTH signifikant reduziert 
(Abbildung 6A). Zytosolisches AIF transloziert zum Zellkern und führt wie in Kapitel 1.3.3 
beschrieben Caspase-unabhängig zu der Kondensation von Chromatin und 
Fragmentierung der DNA. Zusätzlich verstärkt zytosolisches AIF die Freisetzung von Cyt c 
und somit indirekt die Einleitung der Caspase-abhängigen Apoptose [85]. Choudhury et al. 
zeigten, dass der Zelltod im murinen I/R-geschädigten Herzen signifikant verringert 
werden kann, indem die Translokation von AIF inhibiert wird [98]. Insgesamt führte IOTH 
zu dem Erhalt der mitochondrialen Membranintegrität und reduzierte somit die Freisetzung 
mitochondrialer Apoptose-Effektoren. Somit verhindert die Hypothermie bereits auf 
mitochondrialer Ebene die Einleitung der Caspase-abhängigen und -unabhängigen 
Apoptose und reguliert dadurch den Zelluntergang während der Reperfusionsphase. 
5.1.1.2 Regulation der anti-apoptotischen Bcl-2 Expression 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der hypothermen 
Versuchsgruppe sowohl nach 6 Stunden OGD als auch während der Reperfusion 
signifikant mehr mitochondriales Bax vorlag (Abbildung 9B). Bax ist ein zytosolisches 
Protein, das zu der Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran (MOMP) 
führt (siehe Kapitel 1.3.3). Schellenberg et al. beobachtete, dass Bax kontinuierlich 
zwischen Zytosol und Mitochondrium transloziert. Während Bax in gesunden Zellen immer 
wieder zurück in das Zytosol transportiert wird, kommt es in apoptotischen Zellen zur 
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Adhärenz an die mitochondriale Membran. Diese kontinuierliche Dissoziation von der 
mitochondrialen Membran in nicht-apoptotischen Zellen scheint unabhängig von Bcl-2 zu 
sein [127]. Somit muss die erhöhte Bax Expression der hypothermen Versuchsgruppe 
keinen Einfluss auf das Zellüberleben nehmen. Außerdem ermöglicht die Methode der 
Western Blot-Analyse keine Aussage über Protein-Protein Interaktionen. Aus diesem 
Grund konnten nur Bax Monomere (20 kDa) analysiert werden und nicht die Poren 
formierenden Bax-Oligomere. Daher kann auf Grundlage der hier vorgestellten Ergebnisse 
keine endgültige Aussage über die Bedeutung des erhöhten mitochondrialen Bax 
Proteinexpression in der gekühlten Versuchsgruppe getroffen werden.  
 
IOTH erhöhte signifikant die Bcl-2 Expression während der OGD-Phase und während der 
Reperfusionsphase (Abbildung 10A). Bcl-2 ist als membrangebundenes Protein 
Bestandteil der äußeren mitochondrialen Membran und stabilisiert wie in Kapitel 1.3.3 
beschrieben die mitochondriale Membranintegrität. Kang et al. zeigten an primären 
Kardiomyozyten, dass eine erhöhte Bcl-2-Expression während der Reperfusion die 
Zellviabilität erhöhte und die Freisetzung von Cyt c sowie die Aktivierung von Caspase 9 
und 3 signifikant reduzierte [123].  
 
Trotz der gleichfalls erhöhten Bax-Expression, erhöhte IOTH das anti-apoptotische 
Verhältnis Bcl-2/Bax während der Reperfusion signifikant (Abbildung 10B). Insgesamt ist 
die Datenlage zum Einfluss der Hypothermie auf die Bcl-2 Expression gering. In I/R-
Experimenten an perfundierten Kaninchen-Herzen konnte gezeigt werden, dass Kühlung 
(30 °C) vor der Ischämie die Bcl-2 Expression erhöhte [75]. Yang et al. zeigten an 
humanen Endothelzellen (HUVECs), dass TH (33 °C) nach der OGD-Phase die Bcl-2 
Expression signifikant steigerte, während die Expression von Bax reduziert wurde. 
Allerdings wurden die Bax- und Bcl-2 Proteinexpressionen in der gesamten Zelle bestimmt 
und nicht zwischen mitochondrialer und zytosolischer Expression unterschieden [128]. Die 
Regulation des anti-apoptotischen Bcl-2/Bax Verhältnisses als protektiver Mechanismus 
der Hypothermie konnte auch von Diestel et al. an H2O2-geschädigten H9c2 
Kardiomyozyten beobachtet werden [129]. 
 
Insgesamt wurde gezeigt, dass IOTH das anti-apoptotisch wirkende Bcl-2 induziert. Diese 
Beobachtung bietet eine mögliche Erklärung, wie IOTH die mitochondriale 
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Membranintegrität stabilisiert und den zuvor beschriebenen Ausstrom mitochondrialer 
Apoptose-Effektoren vermindert.  
5.1.1.3 Regulation der anti-apoptotischen Hsp70 Expression  
Es konnte gezeigt werden, dass die zytosolische Hsp70 Expression in der hypothermen 
Versuchsgruppe während der OGD-Phase signifikant erhöht war (Abbildung 11A). Wie in 
Kapitel 1.3.3 beschrieben, inhibiert Hsp70 sowohl die Caspase-abhängige als auch die 
Caspase-unabhängige Apoptose. Mehrere in vivo Studien beobachteten, dass eine 
Induktion der Hsp70 Expression den Zelluntergang der I/R-geschädigten Kardiomyozyten 
verringert [130-133]. Choudhury et al. bewiesen in vivo, dass Hsp70 den apoptotischen 
Zelluntergang und die Größe des Infarktareals entscheidend beeinflusst [98]. Die 
vermehrte Hsp70 Expression liefert somit eine weitere Erklärung für die erhöhte 
Zellviabilität der gekühlten Versuchsgruppe. Da Hsp70 die Caspase-Kaskade auf 
zytosolischer Ebene inhibiert (siehe Kapitel 1.3.3 und Abbildung 1), bietet die erhöhte 
zytosolische Hsp70 Expression eine weitere Erklärung für die verminderte Caspase 3 
Aktivierung in der gekühlten Versuchsgruppe. Während Bcl-2 auf mitochondrialer Ebene 
anti-apoptotisch wirkt und die Freisetzung der mitochondrialen Apoptose-Effektoren Cyt c 
und AIF verhindert, kann Hsp70 auf zytosolischer Ebene beide Wege der intrinsischen 
Apoptose direkt inhibieren.  
 
Darüber hinaus wurde der mitochondriale Hsp70 (mHSP70) Proteingehalt in der OGD-
Phase durch IOTH signifikant erhöht (Abbildung 11B). Williamson et al. zeigte an I/R-
geschädigten primären Kardiomyozyten, dass eine induzierte Überexpression des 
mHsp70 die Zellviabilität erhöht und einer mitochondrialen Dysfunktion entgegenwirkt 
[134]. Das mHsp70 ist an der Aufnahme antioxidativer Proteine in das Mitochondrium 
beteiligt. Somit reguliert mHsp70 beispielsweise die Mitochondrien spezifische Manangan 
Superoxiddismutase (MnSOD), die für die Eliminierung von Superoxid Radikalen 
zuständig ist [134]. Da die Überproduktion von ROS eine zentrale Rolle in der Entstehung 
des Reperfusionsschadens spielt (siehe Kapitel 1.1.2), hat der antioxidative Schutz 
während der Reperfusion einen protektiven Einfluss. 
 
Insgesamt stellt die Regulation des zytosolischen und mitochondrialen Hsp70 einen 
wichtigen protektiven Mechanismus der IOTH dar, der die Zellviabilität multimodal 
beeinflusst. Einerseits inhibiert das durch Hypothermie regulierte Hsp70 sowohl die 
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Caspase-abhängige als auch die Caspase–unabhängige Apoptose auf zytosolischer 
Ebene (siehe Abbildung 1). Andererseits erklärt eine durch IOTH erhöhte Expression des 
mHsp70 den Schutz des Mitochondriums vor oxidativem Stress, der letztendlich zu dem 
Erhalt der mitochondrialen Membranintegrität während der Reperfusion beiträgt.  
 
5.1.2 Hypothermie und Autophagie 
IOTH erhöhte die mitochondriale LC3-II Expression in den ersten 3 Stunden der 
Reperfusion signifikant (Abbildung 12). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass der 
Prozess der Autophagie dysfunktionaler Mitochondrien, auch Mitophagie gennant, in 
gekühlten Zellen erhöht war. Die Studienlage zu dem Einfluss der TH auf die Aktivität der 
Autophagie ist umstritten. Cheng et. al untersuchten moderate Hypothermie (32 °C) vor 
und nach simulierter Ischämie an H9c2 Kardiomyozyten und zeigten, dass TH sowohl den 
Zelltod als auch die Induktion von Autophagie vermindert. Dabei reduzierte sowohl die 
prä-ischämisch als auch die post-ischämisch induzierte Hypothermie die LC3-II 
Expression während der Reperfusionsphase signifikant [135]. Jin et al. hingegen zeigten, 
dass moderate Hypothermie nach Schädel-Hirn-Trauma in vivo zu einer erhöhten Aktivität 
der Autophagie führt, die mit einer gesteigerten Viabilität der Neuronen einhergeht [136].   
 
Autophagie als zelleigenes Recycling-System stellt einen wichtigen Prozess für die 
Regulation des Zellüberlebens dar. Vor allem während Phasen der 
Nährstoffunterversorgung und Hypoxie gewährleistet die Autophagie eine kontinuierliche 
ATP-Produktion und reguliert gleichzeitig die Einleitung der Apoptose [137-139]. Mehrere 
in vitro und in vivo Studien berichteten von dem kardioprotektiven Potential der 
Autophagie bei myokardialer I/R [102, 104, 105]. Hamacher-Brady et al. untersuchten die 
Aktivität der Autophagie an HL-1 Zellen und zeigten, dass die lysosomale Aktivität und die 
Formierung der Autophagosomen während simulierter I/R vermindert ist. Die Induktion der 
Autophagie allerdings reduzierte die Expression des pro-apoptotischen Bax und den 
Zelluntergang durch Apoptose signifikant [104]. Eine weitere in vitro Studie von Matsui et 
al. beobachtete, dass der Zelluntergang primärer Kardiomyozyten durch Inhibierung der 
Autophagie verstärkt wurde [102]. Obwohl diese Ergebnisse dafür sprechen, dass die 
Autophagie einen protektiven Mechanismus während myokardialer I/R darstellt, zeigten 
andere Studien eine erhöhte Zellviabilität durch Inhibition der Autophagie [106, 107].  
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Die Autophagie in I/R-geschädigten Kardiomyozyten ist unter anderem von dem Protein 
Beclin-1 abhängig [102]. Dabei interagiert Beclin-1 mit Bcl-2 und leitet die Bildung des 
Autophagosoms ein, sobald es von dieser Protein-Protein Bindung dissoziiert [140, 141]. 
Somit inhibiert Bcl-2 über die Bindung von Beclin-1 die Autophagie [138]. Mit Hilfe der 
Western Blot-Analyse können keine Protein-Protein Interaktionen untersucht werden, aus 
diesem Grund kann keine Aussage über den Einfluss der Bcl-2 Expression auf die 
Autophagie-Aktivität getroffen werden. Da die Bcl-2/Beclin-1 Interaktion jedoch am 
Endoplasmatischen Retikulum stattfindet, widersprechen sich die in der vorliegenden 
Arbeit beobachtete erhöhte Autophagie-Aktivität und die vermehrte mitochondriale 
Expression von Bcl-2 durch IOTH nicht [141].   
 
Die Bedeutung der Autophagie nach myokardialer I/R ist umstritten und auch die 
Studienlage zu der Wirkung der Hypothermie auf Autophagie ist kontrovers. Allerdings 
weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine kardioprotektive Rolle der 
Autophagie hin. Es wurden mehrere Wege dargestellt, wie IOTH die Viabilität der HL-1 
Zellen erhöht. Ein wichtiger Mechanismus des Reperfusionsschadens ist die 
mitochondriale Dysfunktion, die zu der Einleitung der intrinsischen Apoptose führt (siehe 
Kapitel 1.3.3). Die Mitophagie ermöglicht die durch I/R geschädigten Mitochondrien zu 
degradieren und bietet dadurch eine Möglichkeit die intrinsische Apoptose zu verhindern 
[142]. Die erhöhte Mitophagie Aktivität stellt daher möglicherweise einen frühen und 
zentralen kardioprotektiven Mechanismus der IOTH dar. Um die kardioprotektive Rolle der 
Autophagie abschließend zu beurteilen, reichen die hier vorgestellten Ergebnisse 
allerdings nicht aus. Da Beclin-1 die Interaktion zwischen Autophagie und Apoptose 









5.2 Teil 2: Hypothermie und primäre Kardiomyozyten 
5.2.1 Limitationen der OGD/R-Versuche an HL-1 Zellen 
Obwohl HL-1 Zellen morphologische, biochemische und elektrophysiologische 
Charakteristiken differenzierter Kardiomyozyten aufweisen, gibt es dennoch 
entscheidende Unterschiede gegenüber primären Kardiomyozyten [143-145]. HL-1 Zellen 
sind immortalisierte Kardiomyozyten, die neben ihrer unbegrenzten Teilungsfähigkeit 
weitere Tumorzell-spezifische Charakteristiken aufweisen. Primäre Kardiomyozyten 
gewinnen einen Großteil des ATPs aus dem Abbau freier Fettsäuren und sind auf eine 
aerobe Stoffwechsellage angewiesen. Für die oxidative Phosphorylierung der primären 
Zellen spielt die Kreatinkinase eine entscheidende Rolle. HL-1 Zellen decken hingegen 
den Hauptteil ihrer ATP-Produktion durch Glykolyse ab, dabei vermittelt die vermehrt 
exprimierte Hexokinase die oxidative Phosphorylierung [144, 145]. Im Vergleich zu 
primären Kardiomyozyten besitzen HL-1 Zellen ein dysfunktionales Kreatinkinase-System 
[144]. Die Atmungskette ist in den HL-1 Zellen durch eine unstrukturierte Anordnung der 
Mitochondrien, fehlende regulierende Proteine wie Beta-Tubulin II und einen Mangel an 
Atmungsketten-Komplexen beeinträchtigt [143-146]. Dadurch weisen HL-1 Zellen eine 
geringe Aktivität der oxidativen Phosphorylierung auf, die jedoch durch eine vermehrte 
Aktivität der Hexokinase ersetzt wird. Die Hexokinase ist an die mitochondriale Membran 
gebunden und nutzt das produzierte ATP direkt für die Phosphorylierung von Glukose. 
Dieser Effekt wird auch „Warburg-Effekt“ genannt und beschreibt die aerobe Glykolyse 
von Tumorzellen, die auch unter niedrigen Sauerstoffbedingungen Glykolyse für die ATP-
Produktion betreiben und dabei Laktat produzieren [146]. Die Hexokinase ist an ein 
Protein (VDAC) der mPTP gebunden, stabilisiert die mPTP während der 
Reperfusionsphase und kann so die Induktion intrinsischer Apoptose inhibieren [147].  
 
Zusammengefasst unterscheiden sich HL-1 Zellen vor allem in Bezug auf ihren 
Energiestoffwechsel von primären Kardiomyozyten. Da die HL-1 Kardiomyozyten einen 
niedrigen Sauerstoffbedarf aufweisen und die Induktion intrinsischer Apoptose durch die 
Hexokinase inhibiert werden kann, können die Ergebnisse von I/R-Versuchen nur 
begrenzt einen Einblick auf die Vorgänge eines physiologischen Kardiomyozyten geben. 
Aus diesem Grund wurde das Schädigungsmodell der OGD/R auf primäre 
Kardiomyozyten übertragen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zeit-Temperatur-
Protokoll für die primären Kardiomyozyten etabliert. Dabei wurde der Einfluss von 
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Normothermie und Hypothermie auf die Viabilität der primären Kardiomyozyten mittels 
LDH- und cTNT-Freisetzung analysiert.   
 
5.2.2 Hypothermie und primäre Kardiomyozyten  
Das Schädigungsmodell der OGD/R war gut auf primäre Kardiomyozyten übertragbar und 
resultierte in einem erhöhten Zelluntergang, der mittels LDH- und cTnT-Freisetzungen 
quantifiziert wurde (Abbildung 13). Zunächst wurde ein Protokoll für die Anwendung der 
IOTH bei primären Kardiomyozyten etabliert (Abbildung 13A). Es konnte gezeigt werden, 
dass IOTH sowohl die Zytotoxizität als auch die cTnT-Freisetzung signifikant reduziert 
(Abbildung 13B). Es wurde bereits in dem HL-1 Zellkultur-Modell festgestellt, dass der 
Zeitpunkt der Kühlung entscheidend für die kardioprotektive Wirkung der TH ist [77]. Bei 
den OGD/R-Versuchen mit primären Kardiomyozyten stellte sich heraus, dass eine sehr 
frühe Induktion der IOTH nötig war, um den Zelluntergang signifikant zu reduzieren. 
Neonatale Kardiomyozyten haben sich aufgrund ihres Kardiomyozyten-spezifischen 
Energiestoffwechsels als Untersuchungsmodell etabliert [70]. Die Beobachtung, dass die 
normotherme Ischämie-Zeit einen entscheidenden Einfluss auf den Zelluntergang nimmt, 
konnte auch in Tierexperimenten von Tissier et al. bestätigt werden. Während die schnelle 
Induktion der Kühlung auf 32 – 34 °C kurz vor der Reperfusion keinen Einfluss auf die 
Infarktgröße hatte, reduzierte Hypothermie innerhalb der ersten 5 bis 15 Minuten nach 
Ischämie-Beginn die Infarktgröße signifikant [52, 148].  
 
 
5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick  
In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen früh induzierter Kühlung auf 
Ischämie/Reperfusions-geschädigte Kardiomyozyten untersucht. In dem ersten Teil wurde 
an HL-1 Zellen gezeigt, dass Hypothermie die intrinsische Apoptose auf mitochondrialer 
sowie zytosolischer Ebene inhibiert. Außerdem aktivierte Kühlung den Prozess der 
Autophagie, der die Degradierung geschädigter Mitochondrien ermöglicht und dadurch die 
Einleitung der intrinsischen Apoptose effektiv reduziert. Somit regulierte die therapeutische 
Hypothermie verschiedene Signaltransduktionswege, die zu dem Schutz des 
Mitochondriums während der Reperfusion führen (siehe Abbildung 15).  
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Abbildung 15. Zusammenfassung der Wirkungsmechanismen der therapeutischen 
Hypothermie auf das Zellüberleben der HL-1 Kardiomyozyten. mPTP = mitochondriale Pore 
 
Im zweiten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die direkte Übertragung des an 
HL-1 Zellen etablierten Kühlungsprotokolls auf primäre Zellen nicht möglich war. Der 
Untergang der primären Kardiomyozyten konnte nur durch eine sehr früh induzierte intra-
ischämische TH erreicht werden. Vergleicht man diese Beobachtung mit den Ergebnissen 
experimenteller und klinischer Studien, wird die Bedeutung des Zeitmanagements bei der 
Anwendung der Hypothermie deutlich. Die hier vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass 
ein Targeted-Temperature Management des Patienten bereits bei dem Verdacht auf 
myokardiale Ischämie kardioprotektiv sein kann. Da die Ergebnisse an einem artifiziellen 
Zellkulturmodell gewonnen wurden, ist die Translation in die Klinik jedoch schwierig. Die 
myokardiale Ischämie/Reperfusion hat nicht nur einen Einfluss auf die Viabilität der 
Kardiomyozyten sondern auch auf die Aktivierung inflammatorischer Signal-
kaskaden [149]. Mögliche komplexe systemische Reaktionen wurden absichtlich nicht 
berücksichtigt, da die Vorgänge in den Herzmuskelzellen betrachtet werden sollten. Die 
Analyse der zellulären Mechanismen der Hypothermie ist dabei von großer Bedeutung, 
denn die Kühlung des Herzens im klinischen Alltag ist deutlich komplexer als die Kühlung 
des Gehirns. Aus diesem Grund ist die Forschung an der pharmakologischen Induktion 
der protektiven Transduktionswege der Hypothermie möglicherweise ein myokard- und 






































Kühlungsbeginns sowie mögliche Nebenwirkungen der systemischen Kühlung verhindert 
werden könnten. Außerdem könnte so die kritische Phase der Wiedererwärmung 
umgangen werden. Der Einfluss der Wiedererwärmung nach Hypothermie ist bisher noch 
unklar, deshalb werden die zellulären Mechanismen während dieser Phase bereits in einer 
Folgestudie an HL-1 Zellen untersucht. Dabei soll analysiert werden, welchen Einfluss die 
Geschwindigkeit und die Zieltemperatur der Wiedererwärmung auf die Viabilität 
Kardiomyozyten hat. Hierbei wird unter anderem folgende Fragestellung bearbeitet: 
Werden die protektiven Mechanismen der Hypothermie möglicherweise durch einen 
Wiedererwärmungsschaden antagonisiert? Einen wichtigen Beitrag könnte dabei die 
Etablierung eines Wiedererwärmungsprotokolls an Kardiomyozyten darstellen, welches 
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